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EFEITO ANTIMICROBIANO DO OZONIO NO PROCESSAMENTO DA TILAPIA
DO NILO, Oreochromis niloticus (LINNAEUS, 1758).

SILVA, Andressa Medeiros de Mendonga. Efeito antimicrobiano do o0zbnio no
processamento da tilapia do nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758). 2015. 74f.
Dissertagdo (Mestrado em Produgdio Animal) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossoro-RN, 2015.

RESUMO: O objetivo com o presente trabalho foi avaliar a eficiéncia da agua ozonizada
como agente antimicrobiano no processamento da tilapia do Nilo (O. niloticus). Amostras de
tilapia inteira e filés foram imersas em agua gelada (11°C) sem ozénio (0 ppm - controle) e
com ozonio (0,5; 1,0; 1,5 ppm) durante 0; 5; 10; e 15 minutos. Parametros microbiol6gicos
(contagem total de mesoéfilos, contagem de Staphylococcus aureus coagulase positivo,
coliformes termotolerantes e presenca de Salmonella sp.) e fisico-quimicos (pH, cor, TBA)
foram avaliados a fim de verificar diminui¢do da carga microbioldgica e possiveis alteraces
de pH, cor do filé, e oxidacdo lipidica (TBA). A concentracdo de 0zonio mais efetiva sobre a
diminuicdo da carga microbiana da superficie da tilapia foi a de 1,5 ppm, reduzindo as
populacdes inicias de bactérias mesofilas em 91,78%. Nesta concentracdo (1,5 ppm), a
eficacia foi nos primeiros 5 min., reduzindo a carga microbiana em 71,23%. Na imersdo do
filé, a concentracdo de ozénio de 1,5 ppm também apresentou a maior reducdo de bactérias
mesdfilas 70,19%. O tratamento dos filés com agua ozonizada ndo demonstrou influéncia
sobre o pH e cor dos filés, no entanto, observou-se um aumento dos valores de TBA (1,5 ppm
de O3 por 15 min.), demonstrando que ocorreu oxidacdo lipidica, mas inferior aos limites que
0s deixam improéprios para 0 consumo. Os resultados demonstraram que a dgua ozonizada foi
eficiente na reducdo da carga microbiana do pescado durante o processamento. O custo do
consumo de energia elétrica utilizada para geracdo do ozénio demostrou sua viabilidade de

uso.

Palavras-chave: Agente Oxidante; Agua ozonizada; Pescado; Qualidade; Seguranca
alimentar.



ANTIMICROBIAL EFFECT OF OZONE IN THE NILE TILAPIA, Oreochromis
niloticus (Linnaeus, 1758) PROCESSING

SILVA, Andressa Medeiros de Mendonga. Antimicrobial effect of ozone in the Nile tilapia,
oreochromis niloticus (linnaeus, 1758) processing. 2015. 74f. Dissertation (MSc in Animal
Production) - Federal Rural University of Semi-Arid (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the efficiency of ozonated water as
an antimicrobial agent in the Nile tilapia (O. niloticus) processing. Samples of whole tilapia
and fillets were washed with cold water (11 ° C), without ozone (0 ppm - control) and with
ozone (0.5; 1.0; 1.5 ppm) for O; 5; 10; and 15 minutes. Microbiological parameters (total
count of mesophilic, Staphylococcus aureus positive coagulase counts, fecal coliforms and the
presence of Salmonella sp.) and physicochemical parameters (pH, color, TBA) were
evaluated in order to check the microbiological load reduction and possible changes on pH,
color and lipid oxidation (TBA) of fillets. The most effective ozone concentration on reducing
the microbial load of the surface of tilapia was 1.5 ppm, reducing the initial populations of
mesophilic bacteria in 91.78%. At this concentration (1.5 ppm), it was effective within the
first 5 min., reducing the microbial load of 71.23%. In fillet washing, 1.5 ppm ozone
concentration also showed the greatest reduction of mesophilic bacteria 70.19%. The
treatment with ozonated water of fillets showed no influence on the pH and color of the fillets,
however, there was an increase in the TBA value (1.5 ppm of O3 for 15 min.), showing that
lipid oxidation occurred, but below the thresholds that make them unfit for consumption. The
results showed that the ozonated water has been effective in reducing the microbial load of the
fish during processing. The cost of electricity consumption used for ozone generation

demonstrated its feasibility of use.

Keywords: Oxidant agent; Ozonized water; Seafood; Quality; Food Safety.
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1 INTRODUCAO

A piscicultura é uma das atividades que mais se desenvolveu no Brasil nos ultimos
anos, devido ao seu clima favoravel e a grande extensdo de recursos hidricos existentes no
Pais, e uma das espécies gque apresenta destaque econdmico atualmente é a tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) (BRITO et al., 2014). De 2003 a 2011, a producdo de til&pia no
Brasil subiu de 64.857,5 toneladas para 253.824,1 toneladas, um aumento de 29,1% (MPA,
2012).

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das espécies mais importantes na
producdo mundial, devido a sua alta taxa de crescimento, adaptabilidade em diversas
condicGes de criacdo, além de boa aceitacdo pelo consumidor, principalmente pela excelente
textura, sabor de sua carne e auséncia de espinhas intramusculares (ALVES et al., 2010).

No entanto, em virtude de sua composi¢do quimica especifica (potencial hidrogénio
ibnico, atividade de &gua, nutrientes, estrutura muscular fragil e tecido conjuntivo frouxo),
tem sido evidenciado que a contaminacdo e deterioracdo do pescado, ocorrem mais
facilmente que nas carnes de aves e mamiferos (CARVALHO FILHO, 2009). Logo que o
peixe é retirado da agua, ocorre uma série de altera¢fes bioquimicas que culminam com sua
deterioracdo. Essas alteracfes se iniciam pela acdo autolitica de enzimas musculares, que
hidrolisam proteinas e gorduras, seguidas pela acdo de microrganismos, que provocam
alteracbes quimicas e fisicas profunda resultando em odor e sabor desagradaveis
(MONTEIRO, 2011).

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) ocorrem em virtude da falta de
cuidados higiénico-sanitarios e controle do pescado desde a aquisi¢do da matéria prima até a
manipulacdo e processamento, desta forma, o padrdo microbioldgico é de suma importancia
na seguranca alimentar, e vem sendo desenvolvidas uma seérie de pesquisas para o
desenvolvimento de métodos que aumentem a vida de prateleira e consequentemente a
seguranca dos alimentos (SOARES et al., 2012).

Existem varios métodos utilizados para a reducédo da carga microbiana do pescado,
dentre eles estdo o uso do cloro, ultrassom e recentemente a tecnologia do 0z6nio que podem
estar associados ou ndo a outros métodos (OLIVEIRA et al., 2008). O 0z6nio é um dos mais

potentes oxidantes que se conhece para utilizacdo como bactericida, apresentando inumeras
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vantagens, entre elas destaca-se a eficiéncia como desinfetante, além de ser um poderoso
germicida que atua na destruicdo da classe dos fungos e bactérias, impossibilitando a
proliferacdo desses organismos. O 0z6nio também possui a vantagem de reagir com a materia

organica, sem formacéo de qualquer subproduto toxico (GONCALVES, 2009; 2011).

Essas propriedades intrinsecas permitem a ingestdo de alimentos ozonizados sem
riscos a saude, constituindo-se em excelente alternativa para substituir o cloro e o peroxido de
hidrogénio, os quais sdo 0s principais sanitizantes relacionados como produtos toxicos
(CHIATTONE et al., 2008). O 0z6nio nao é universalmente benéfico e em alguns casos pode
promover deterioracdo oxidativa em alimentos (uma vez que ao final do processo de
ozonizacdo ocorre um aumento da concentracdo de oxigénio), principalmente quando
apresentam alto teor lipidico. Superficie oxidada, descoloragdo, ou até mesmo o
desenvolvimento de odores indesejaveis podem ocorrer em substratos, tais como carne, em
decorréncia do uso excessivo de 0zénio (MANOUSARIDIS et al., 2005).

O o0zbnio é aprovado nos Estados Unidos como "Geralmente Reconhecido como
Seguro” (Generally Recognized as Safe - GRAS) para o tratamento de agua engarrafada.
Recentemente, os Estados Unidos afirmaram o ozbnio como substdncia GRAS para
aplicagdes em alimentos (FLICK, 2004). Em 21 de dezembro de 2001, o Departamento de
Seguranca Alimentar e Servico de Inspecdo de Agricultura (USDA / SISA) aprovou 0 uso do
0zOnio em contato com carnes e aves, a partir de matéria-prima até os produtos cozidos e
fresco poucos apenas antes da embalagem. Além de desinfeccdo contato direto dos alimentos,
0 ozbnio também pode ser aplicado a equipamentos de processamento de alimentos e

superficies de contato ndo-alimentares (RICE et al. 2014).

Nesse contexto, objetivou-se no presente trabalho avaliar a eficiéncia antimicrobiana

do ozdnio no processamento da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS DA TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis niloticus)

A tilapia, Oreochromis spp., pertencente a familia Cichlidae, e que compde o grupo
de peixes que mais cresce em termos de comercializagdo mundial. E o segundo grupo mais
produzido mundialmente, e apesar das imprecisdes estatisticas, estima-se ser o género mais
produzido no Brasil (SANTQOS, 2013).

A tilapia-do-Nilo (Figura 1) foi introduzida nos diferentes continentes e, atualmente,
se encontram em cria¢fes comerciais de quase 100 paises (ZANOLO & YAMAMURA,
2006). S3o peixes originarios da Africa, mais especificamente do Rio Nilo, que foram
introduzidos no Brasil na metade do século XX (SOARES, 2012). Esta espécie foi
introduzida nos paises das regiGes tropicais e subtropicais, tanto para melhorar a
produtividade pesqueira como para auxiliar o desenvolvimento da aquicultura (CORREIA et
al., 2006). E uma espécie de destaque no cenario da piscicultura nacional. 80% da producéo
de peixes no Brasil estd concentrada na producdo de tilapia, carpa, tambaqui e pacu
(SOARES, 2012).

Figura 1. Til&pia-do-Nilo (Fonte: Arquivo Pessoal).

A producéo de tilapia no Brasil apresenta um padréo de crescimento continuo desde
1994. Entre os anos de 2003 a 2009, a producéo de tilapia cresceu 105% em apenas sete anos,
saindo de 64.857,5 t. para 132.957,8 t. Os maiores aumentos de producdo foram em 2002,
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quando houve um acréscimo de 59% em relacdo a 2001 e, em 2007, quando a producao
aumentou 85%, chegando a ultrapassar 130 mil t. Do ano de 2007 para 2008 houve um
crescimento de 17%, saindo de 95.0910 t. para 111.145,3 t. do ano de 2008 para 2009 houve
um crescimento de 20% da producdo, chegando a 132.957,8 t. (MPA, 2011).

A tilapia caracteriza-se pela coloracdo cinza azulada, corpo curto e alto, cabeca e
cauda pequenas. O rastro branquial do primeiro arco branquial tem de 16 a 26 espinhos o que
classifica como uma espécie filtradora de plancton, naturalmente é macréfago, porém em
presenca de excesso de alimento comporta-se como onivora. Ndo € exigente quanto ao

oxigénio e vive bem em agua salobras, com salinidade de até 18% (VIDAL, 2007).

Com boa aceitacdo no mercado consumidor, destacando-se em cultivos, por
apresentar crescimento rapido, rusticidade, carne de 6tima qualidade, e por ndo apresentar
espinhos na forma de “Y” no seu filé, é apropriada para a filetagem, tornando-se de grande
interesse para a piscicultura (SANTOS et al., 2008). Além disso, caracteristicas como a carne
branca de textura firme, sabor delicado, facilidade na filetagem e por ndo possuir odor
desagradavel fazem com que esta espécie seja uma das mais preferidas pelos consumidores
(SOARES et al., 2014). A tilapia € uma das espécies de peixe mais comercializada na forma
de filé, apresentando um rendimento em filé de aproximadamente 33% (VIDAL, 2007).

Além do filé, podem ser comercializados outros produtos de tilapia como
hamburgueres, nuggets, empanados, espetinhos, petiscos, sashimi e farinha de tilapia. Do seu
couro podem ser feitos diversos acessorios como bolsas, sapatos e cintos. Algumas cadeias de
supermercado passaram a comercializar o peixe (inclusive alguns estabelecimentos com ele
ainda vivo), o que revela a sua aceitacdo pelo consumidor brasileiro (JUNIOR & JUNIOR,
2008).

2.2 QUALIDADE E SEGURANCA MICROBIOLOGICA DO PESCADO DURANTE O
PROCESSAMENTO.

Atualmente o consumidor tem-se tornado mais exigente, e as inddstrias vém buscando
atender a essa nova realidade, investindo na qualidade de seus produtos. Essa qualidade
devera assegurar ao consumidor produtos que satisfacam suas necessidades e, a0 mesmo

tempo, sejam seguros (RIBEIRO et al., 2009). A preocupacdo com a qualidade dos alimentos
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é um desafio crescente, em especial ao que se refere a seguran¢a do produto, pois ao ocorrer
qualquer problema pode comprometer a satde do consumidor (LIMA, 2012).

O pescado € um alimento altamente perecivel, exigindo cuidados com seu manuseio
e processamento, desde a captura até a chegada a mesa do consumidor. Geralmente chega ao
consumidor com carga microbiana elevada, composta por microrganismos tanto deteriorantes
como patogénicos (SOARES et al., 2011). Isto porque, a sua carne deteriora-se facilmente por
autolise, atividades microbianas e/ou oxidacdo, devido suas caracteristicas fisiologicas e
composicdo quimica (SOARES et al., 2011; LIMA, 2012). Este pode ser também um produto
de alto risco para a salude, se estiver contaminado por microrganismos patogénicos (LIMA,
2012).

A presenca desses microrganismos evidencia deficiéncias em algumas etapas do
processamento ou na conservagdo do produto final, que comprometem a qualidade e o grau de
frescor, podendo causar sérios danos a saude do consumidor, que vdo desde uma simples
intoxicacdo até a morte (RIBEIRO et al., 2009).

O manuseio na linha de processamento e a conservacdo incorretamente aplicada
durante a captura e comercializacdo representam 0s principais problemas para manter a
qualidade do pescado (GOMES, 2006). Outro fator que corrobora para a ocorréncia da
contaminacdo é a deficiéncia no processo de sanitizacdo dos equipamentos e utensilios

utilizados nas diversas etapas do processamento (SOUSA et al., 2011).

O pescado pode ser também, veiculador de varios microrganismos patogénicos para
o homem, a maior parte deles, pela contaminacdo ambiental (lancamentos dos esgotos nas
aguas de reservatorios, lagos, rios e mar) e/ou manipulagdo inadequada. (DAMASCENO,
2009). Portanto, devemos adotar todas as precaucdes pertinentes, a fim de evitar que esses
alimentos ndo sirvam de via de transmissao de doencgas aos seus consumidores (GOMES,
2006).

As doencas transmitidas por alimentos (DTA’s) constituem um grupo de
enfermidades, na qual o alimento contaminado € o mais importante veiculo do agente
patogénico. A transmissdo de agentes patogénicos pelo pescado tem sido relatada
frequentemente (VALLANDRO, 2010), representando um importante problema de saude

publica por acometer milhdes de pessoas em todo 0 mundo (SOARES, 2012).
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As bactérias de maior preocupagdo em peixes e produtos sdo as formas patogénicas
de: Listeria monocytogenes, Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae,
Escherichia coli, Salmonella ssp., Shigella ssp., Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringes, Bacillus cereus, Compylobacter jejuni e Yersinia enterocolitica. Estes géneros e
espécies, mesmo que presentes em niveis baixos merecem consideragdo, porque em alguns
casos uma dose infectante baixa é suficiente para provocar sérios problemas para saude
publica (LIMA, 2012).

A seguranca e a qualidade dos produtos alimentares sdo tdpicos importantes da
atualidade, o que é evidenciado pelo crescente nimero de leis que exigem a qualidade dos
alimentos nas varias etapas da cadeia de producdo (SOARES & GONCALVES, 2012).

A RDC 12/01 da ANVISA, que aprova o Regulamento Técnico sobre Padrbes
Microbioldgicos para Alimentos, define os padrGes microbioldgicos para peixe in natura
(resfriados ou congelados), as Unicas analises preconizadas se referem a enumeracdo de
Staphylococcus coagulase positiva — 103/g de amostra e pesquisa de Salmonella spp. por 259

de amostra, sendo o limite estabelecido na legislacdo sua auséncia em 25g (BRASIL, 2001).

A legislacdo sanitaria ao impor limites a presenca de microrganismos, patogénicos
ou deterioradores nos pescados, garante a seguranca alimentar e a qualidade em seu consumo
(DORIA, 2012).

2.3 A HISTORIA DO 0ZONIO

O ozbnio foi descoberto pela primeira vez em 1839 por Schonbein, estudando a
decomposicéo eletrolitica da agua (TIWARI & RICE, 2012). Somente ap06s duas décadas de
sua descoberta ficou claramente identificada a composicéo triatbmica do o0zénio, contendo
apenas oxigénio (GONCALVES, 2003).

A acdo germicida do ozonio foi evidenciada na Franga, no final do século X1X, onde
comegou a ser utilizado como desinfetante em Estagbes de Tratamento de Agua (ETA)
(GONCALVES, 2003; GONCALVES & KECHINSKI, 2011; SILVA et al., 2011). Desde
entdo, tem sido estudado e aplicado extensivamente como oxidante e desinfetante em
tratamento de &guas superficiais para a produgdo de dgua potavel na Europa e esta cada vez
mais, sendo aplicado como pré-oxidante nos Estados Unidos (MONDARDO et al., 2006).
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Apenas nos anos 90, os Estados Unidos afirmaram o o0zénio como uma substancia GRAS para
aplicacdo direta em produtos alimenticios (GUZEL-SEYDIM et al., 2004), e em 2001, foi

declarado seguro como aditivo secundario para o uso em alimentos (PEZZI, 2009).

Na industria de processamento de alimentos, o 0zénio tem sido utilizado como o
0z6nio gasoso e dissolvido em agua (agua ozonizada). Ambos tém sido utilizados como um
bactericida em uma vasta gama de produtos alimentares, incluindo carne, aves, ovos, frutas e
vegetais crus, frutos e sumos de frutos, bem como o saneamento de superficies de contato
com o produto (CHAWLA, 2006; GONCALVES & KECHINSKI, 2011).

O ozbénio tem sido estudado para estender a vida Util de prateleira de muitos
alimentos pereciveis retardando a decomposicdo causada por microrganismos (SILVA et al.,
2011). Atualmente, ele é utilizado sem restricdes em industrias de alimentos nos Estados
Unidos. No Brasil, entretanto, a aplicagdo do 0z6nio com essa finalidade ainda é limitada, ndo
havendo, até o momento, uma legislacdo especifica para o seu uso em alimentos
(CHIATTONE et al., 2008). Na industria de pescado, o 0z6nio ja esta sendo utilizado, e tem
sido promissor, apesar de uma maneira predominantemente experimental e pouco
documentado (GONCALVES, 2011). Cronologicamente, a histéria da aplicacdo do 0z6nio na

indUstria do pescado pode ser resumida de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Histéria da aplicacdo do 0z6nio na industria do pescado.

ANO PAIS APLICACAO

1936 Franca Vida de prateleira de peixe estocado em gelo Os.

1969 Japéo Vida de prateleira cavala (T. trachurus) imerso agua Os.

1984 Meéxico Vida de prateleira camardo em gelo Os.

1987 China Efeito desinfetante da 4gua O3 na industria.

1987 USA Vida de prateleira do bacalhau do atlantico (dgua Os| gelo Oa.
1990 USA Agua O; e gelo O; no processamento catfish.

1992 China Efeito desinfetante da 4gua O3 no processamento do camardo.
1996 UK Vida de prateleira bacalhau e cavala com gelo Os.

1997 UK Vida de prateleira bacalhau e cavala com agua O3 vs. clorada.
1997 Alemanha Vida de prateleira de rockfish (Sebastes sp.) dgua Os.

1998 UK Vida de prateleira cavala (trachurus trachurus) cdmara com Os
1999 USA Vida de prateleira atum fresco (a4gua O) e embalada a vacuo.
2000 USA Vida de prateleira e qualidade catfish agua Os.

2001 USA FDA reconhece como aditivo secundario para alimentos. Food

Safety and Inspection Service (FSIS) declarou aceitdvel em
produtos carneos e avicolas

2001 Espanha Depuracédo de Ostras com 0zénio

Reducdo de microrganismos do peixe e equipamento com agua
0.

2002 USA
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2005 Grécia Vida de prateleira mexilhdo em dgua O e embalado a vacuo.

2005 Israel Pré-tratamento com agua Os; em tilapia + estocagem.

2005 Espanha Vida de prateleira sardinha em gelo liquido O3

2006 Portugal Inativacéo de Listeria inoccua em truta defumada.

2006 USA Tratamento do camardo com agua O

2007 USA Tratamento camardo com agua Os

2008 Turquia Peixe de agua doce (Capoeta capoeta) em gelo O3

2008 Espanha Vida de prateleira linguado em agua Oz e gelo O;

2008 Espanha Vida de prateleira merluza em agua Oz e gelo O3

2010 China Vida de prateleira da ostra em agua O

2010 Brasil Vida de prateleira pescada Goete (Scianidae)

2011 USA Avaliacéo do desempenho da Truta-arco-iris na dgua Os

2012 USA Seguranca microbiana do filé de salmo com sprays agua Oj,

2012 Italia Uso do Os; e embalagem em atm. modif. no Salmonete listrado.

2013 China Inativacdo de Listeria innocua em camardo com agua O3,

2013 Brasil Controlle de Salmonella engerica Typhimurium e vida de prateleira
dos filés de cauda de Jacaré com agua O

2014 China Vida de prateleira da ostra em agua O3,

2014 Emirados Arabes Unidos  Qualidade do camaréo (Litopenaeus vannamei) em agua O

Fonte: Adaptado de Gongalves (2011)

2.4 PROCESSO DE GERACAO DO 0ZONIO

O ozbnio é encontrado em forma natural na atmosfera, ou pode ser produzida por
geradores (KIM, 2012). Devido a instabilidade do ozbnio, na fase gasosa, 0 que impede sua
armazenagem, torna-se necessaria sua geracdo in situ (SUMMERFELT & HOCHHEIMER,
1997; USEPA, 1999). Ozbnio pode ser produzido por trés diferentes técnicas: exposicao do

O, a luz ultravioleta, eletrolise do acido perclorico e descarga elétrica.

A técnica mais importante comercialmente € por descarga elétrica, conhecida como
efeito corona, pois gera uma quantidade maior de 0z6nio com menor custo (GRAHAM, 2000;
ALMEIDA et al., 2004; CHAWLA, 2006; SILVA et al., 2011). Nesse método, 0 0z6nio é
gerado pela passagem de ar ou oxigénio puro entre os dois eletrodos, um de alta tensdo e
outro de baixa tensdo, submetidos a uma elevada diferenca de potencial elétrico de,
aproximadamente, 10.000 V (SUMMERFELT & HOCHHEIMER, 1997; GUZEL-SEYDIM
et al., 2004; KASIVISWANATHAN et al., 2010; GONCALVES & KECHINSKI, 2011;
COSTA, 2012). Quando os elétrons possuem energia suficiente para dissociar a molécula de
oxigénio, comecam a ocorrer colisdes, que causam a dissocia¢do do oxigénio e a consequente
formagdo do ozbnio (USEPA, 1999; KASIVISWANATHAN et al., 2010; SILVA et al.,
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2011; GONCALVES & KECHINSKI, 2011). Nesse método, a producdo de ozbnio varia
dependendo da diferenca de potencial, da frequéncia da corrente elétrica, da constante

dielétrica e do espaco de separacdo entre os eletrodos (CHAWLA, 2006).

Na Figura 2, pode-se observar um esquema da geracdo de ozodnio pelo processo
corona. As vantagens da descarga eletroquimica por efeito corona sdo: alta concentracao de
ozonio, melhores aplicacbes em &gua, equipamento pode durar anos sem manutencao
(GONCALVES, 2009). O processo corona pode converter oxigénio molecular em ozoénio a
concentracOes de até 4% em massa para geracdo a partir de ar e de até 14% para geracdo a
partir do oxigénio puro (GRAHAM, 2000; ALMEIDA et al., 2004; GONCALVES &
PAIVA, 2004; GONCALVES 2009; SILVA et al., 2011).

CALOR
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Figura 2. Sintese de 0zonio pelo método de descarga elétrica (SILVA et al., 2011).

2.5 PROPRIEDADES DO OZONIO

O o0zbnio (O3) é uma forma triatbmica do oxigénio, sendo um gas extremamente
instavel. O gas 0z6nio possui um odor repugnante e é facilmente detectavel pelos sentidos
olfativos humanos em baixos niveis de 0,01ppm para 0,02 ppm (GRAHAM, 2000; DEW,
2005). Uma exposicdo de uma hora a concentragdes de 2, 4, 15 e 95 mg/L pode causar efeitos

sintomaticos, irritantes, toxicos e letais, respectivamente (SILVA et al., 2011).

O ozénio ¢ altamente corrosivo no equipamento e letal para os seres humanos, com
uma exposicao prolongada, em concentra¢des acima de 4 ppm (SUSLOW, 2003). O gas de
0z6nio decompde-se rapidamente em oxigénio (O,) (KASIVISWANATHAN et al., 2010).

Sua velocidade de decomposicéo € fortemente dependente da pureza do solvente, diminuindo
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na presenca de impurezas. Condensa-se a -112,4 °C e congela a -193 °C. O 0z06nio em estado
liquida pode explodir facilmente por motivos de choques, faisca elétrica ou mudancas bruscas
na temperatura e pressdo (COSTA, 2012). A figura 3 apresenta a forma da estrutura molecular

do ozénio.
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Figura 3. Estrutura do ozénio (PERANI, 2010).

O ozbnio é considerado um dos oxidantes mais poderosos que se conhece, possuindo
uma grande capacidade de desinfeccéo e esterilizagcdo, comparando com o cloro, e apresenta
um menor tempo para realizar a desinfeccdo (USEPA, 1999; KHADRE et al., 2001;
GONCALVES & PAIVA, 2004; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; GONCALVES, 2009;
GONCALVES & KECHINSKI, 2011).

A primeira propriedade permite que o 0z6nio possa oxidar uma série de compostos
inorganicos e organicos (MAHMOUD & FREIRE, 2007). Ao ser comparado a outros agentes
oxidantes (Tabela 2), o ozbnio se destaca pelo elevado potencial de oxidagdo (2,07 mV).
Dentre as substancias quimicas ordinarias, somente o flaor (3,06 mV) possui um potencial de
reducdo maior que o 0zonio (GUZEL-SEYDIM et al., 2004; GONCALVES, 2009; SILVA et
al., 2011; GONCALVES & KECHINSKI, 2011).

A temperatura ambiente é um gés de coloracdo azulada, porém nas concentracdes
utilizadas com propdsitos de desinfeccdo, torna-se incolor (CARDOSO et al., 2003). A meia-
vida de moléculas de 0zénio no ar atmosferico € da ordem de 12 horas, em solu¢cfes aquaticas
depende do contetido de matéria organica. O ozénio se dissolve na dgua dez vezes melhor do
gue o oxigénio e a sua solubilidade diminui com o aumento na temperatura da dgua (WY SOK
et al., 2006). Uma das principais caracteristicas do 0zénio é sua alta reatividade, apresentando
tempo de meia-vida entre 15 e 50 min, sendo degradado em oxigénio, e dessa forma ndo

apresenta nenhuma atividade residual ativa (COSTA, 2012).
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Tabela 2: Agentes oxidantes e seu potencial de oxidacao

Agente Oxidante Potencial de Oxidagao

(mV)
Fluor 3,06
Ozbnio 2,07
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,50
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Bataller, Fernandez & Véliz (2010).

O ozbdnio como um agente oxidante € 1,5 vezes mais forte do que o cloro e é eficaz ao
longo de um espectro muito mais amplo de microrganismos que o cloro e outros desinfetantes
(XU, 1999). A cloragdo produz nuvens de cloro e derivados de hidrocarbonetos nocivas
(THMs) durante o tratamento, que sdo mutagénicos, toxicos e carcinogénicos em agua, em
alimentos ou em superficies de contato (DEW, 2005; SILVA et al., 2011). O ozbnio, por
outro lado ndo produz nuvens téxicas e ndo ha produtos secundarios de hidrocarbonetos
(DEW, 2005; ZHANG et al., 2005).

O ozbnio é parcialmente soltvel em agua e, assim como a maioria dos gases, aumenta
a sua solubilidade a medida que a temperatura decresce (Tabela 3) ou a mistura é
pressurizada. Por esta razdo, as concentracdes de ozo6nio dissolvido geralmente néo
ultrapassam 5 ppm, uma vez que os tratamentos sdo efetuados sob condicGes atmosférica e

temperatura proxima ao ambiente (PEZZI, 2009).

Tabela 3: Relacdo da temperatura e solubilidade do ozonio na 4gua

Temperatura (°C) Solubilidade (L ozbnio /L agua)
0 0.640
15 0.456
27 0.270
40 0.112
60 0.000

Fonte: Wysok et al. (2006)

A transferéncia do 0z6nio para a dgua inicia-se com a dispersdo do gas na fase liquida,

em forma de pequenas bolhas. Posteriormente, 0 0zénio € incorporado a massa liquida através
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da interface gas-liquido (GONGCALVES, 2003). O didmetro das bolhas introduzidas no
sistema é um fator determinante para solubilizacdo do ozénio, portanto, é considerado o
diametro ideal das bolhas de 0z6nio é de 1 a 3 mm (KHADRE et al., 2001).

2.6 PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS DO 0ZONIO NA AGUA

O ozbnio pode ser dissolvido em &gua e utilizado para desinfecgdo de alimentos e
superficies (COSTA, 2012). O ozbnio é relativamente instavel em solugdo aquosa e apresenta
meia-vida que varia de 20 a 30 min em agua destilada a 20°C (SILVA et al., 2011). A
lavagem com agua ozonizada esta ficando mais popular hoje em dia, devido a sua alta eficacia
biocida e amplo espectro antimicrobiano (KIM, 2012). Quando o ozonio se decompde em
agua, os radicais livres peroxido de hidrogénio (HO,) e hidroxila (OH), que sdo formados tém
uma grande capacidade de oxidacdo e desempenham um papel ativo no processo de
desinfeccdo (USEPA, 1999). Assim, apresenta-se eficaz contra microrganismos, incluindo
bactérias gram-negativas e gram-positivas, bolores, leveduras, virus, protozoarios, inclusive
formas esporuladas e cistos de protozoarios, que sdo mais resistentes (ALEXANDRE et al.,
2011; SILVA et al., 2011).

Devido a ser um poderoso agente oxidante, o 0zénio pode ser usado para desinfec¢édo
na induastria alimentar (ZHANG et al., 2005; CHAWLA, 2006). As propriedades bactericidas
do ozonio tém sido demonstradas no caso de microrganismos Gram-positivos (Listeria,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) e 0s microrganismos Gram-negativos
(Yersinia enterocolitica, Pseudmonas aeruginosa, Salmonella typhimurium), em ambas
esporos e celulas vegetativas (WYSOK et al., 2006; GONCALVES & KECHINSKI, 2011).

Geralmente, no que se refere a acdo ao espectro microbiano cada microrganismo tem
uma sensibilidade inerente ao 0zonio. As bactérias sdo mais sensiveis do que as leveduras e 0s
fungos. Bactérias Gram-positivas sd0 mais sensiveis ao 0zonio do que organismos Gram-
negativos e 0s esporos sao mais resistentes do que as celulas vegetativas (PATIL, 2010). A
Tabela 4 apresenta os resultados de diversos experimentos que demonstram a eficacia do

0zoOnio na reducdo da populacao bacteriana.

O mecanismo de destruicdo dos microrganismos é o que basicamente diferencia o

0zo6nio de outros agentes. O cloro, especificamente, atua por difuséo através da parede celular,
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agindo sobre enzimas, proteinas, DNA e RNA. O oz6nio, por apresentar uma capacidade de
oxidacdo superior, age diretamente na parede da célula, causando sua ruptura e morte em
menor tempo de contato, inviabilizando a recuperacdo dos microrganismos apds o ataque
(CHIATTONE et al., 2008).

Tabela 4: Eficacia da aplicacdo do 0zonio na reducéo da populacdo bacteriana.

Condic6es do tratamento

Bactéria Ozénio Tempo Temperatura . o ~
(mg/mL) (min) p °C) Meio Yo Reducéo

Escherichia coli 023026 167 7 24 OzOnio naaguaem — gq gq
demanda livre

Legionella pneumophila 0,32-0,47 20 7 24 Destilada estéril 99,99

Mycobacterium fortuitum ~ 0,23-026 1,67 7 24 Ozonio naaguaem g, 4,
demanda livre

Salmonella typhimurium ~ 0,23-0,26 1,67 7 24 OzOnio naaguaem g4 gq
demanda livre

Estreptococos fecais 2,2 19 7,5 16 Efluente 99,60

Fonte: Silva et al. (2011)

Estudos tém mostrado a acdo eficaz bactericida do ozbénio para microrganismos dos
alimentos (P. aeruginosa e Z. bailii), contaminantes fecais (E. coli e E. faecalis) e patdgenos
causadores de intoxicacgdo alimentar (L. monocytogenes, B. cereus, S. typhimurium) (WY SOK
et al., 2006).

2.7 0ZONIO NO PROCESSAMENTO DO PESCADO

Kim et al. (2000) avaliaram a eficiéncia da aplicacdo em meio aquoso do 0z6nio em
solucdo salina sobre filés de peixes. Nesse estudo verificou-se que o tratamento com 0zonio
supriu 0 namero inicial de coliformes totais e aerdbios psicrotroficos, os resultados foram
positivos, aumentando o tempo de vida-de-prateleira de 1,5 a 3 dias, com pequenas alteracdes
na rancidez oxidativa e na cor. Para os files de peixe tratados com 10 ppm de ozénio ocorreu

um aumento de 25% do tempo de vida-de-prateleira.

Campos et al. (2005) investigaram a eficiéncia do armazenamento de sardinha
(Sardina pilchardus) através do uso de gelo liquido ozonizado, de gelo liquido e de gelo em
escamas. As sardinhas armazenadas em gelo liquido ozonizado tiveram uma vida de prateleira
de 19 dias, enquanto as sardinhas armazenadas em gelo liquido e em gelo em escamas

apresentaram uma vida de prateleira de 15 e 8 dias respectivamente. As sardinhas
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armazenadas em gelo liquido ozonizado apresentaram uma contagem mais baixa de

microrganismos quando comparados com o gelo liquido e o gelo em escama.

Campos et al. (2006) investigaram a eficiéncia do ozonio no armazenamento do
linguado (Psetta maxima). O armazenamento do pescado em 40% de gelo e 60% de agua
ozonizada (0,2 ppm) confere uma vida util de 14 dias ao produto in natura, enquanto que o
pescado armazenado sem a adi¢do de o0zonio atinge apenas 7 dias. Além disso, cabe ressaltar
que o sistema de conservacdo com ozonio também infere reducdes significativas da atividade
dos principais mecanismos responsaveis pela hidrélise e oxidagdo lipidica em carnes de

pescado investigadas.

Pastoriza et al. (2008a) submeteu o megrim (Lepidorhombus whiffiagonis) a agua e o
gelo em escama ozonizado e verificou-se os efeitos na conservacdo do pescado fresco.
Pastoriza et al. (2008b) submeteu a pescada (Merluccius merluccius) a agua esterilizada e
ozonizada, gelo em escama ozonizado e avaliou-se os efeitos na conservacdo do pescado
fresco. Peixes frescos devem sempre ser tratados com o objetivo de garantir uma qualidade
adequada para o consumo, mas sem modificacdo tecnoldgica de suas caracteristicas sensoriais

originais.

Baseado nas caracteristicas do o0zbnio, como agente sanitizante (pela reducdo da
contaminacgdo bacteriana), esta tecnologia surge como uma alternativa promissora na inddstria
do pescado, e dessa forma, como forma de melhorar a seguranga alimentar dos produtos,
como também aumentar a vida de prateleira (CHAWLA, 2006). Na Tabela 5 estdo
apresentados o resumo de aplicacdes de 0z6nio em peixes (concentracdo de oz6nio e tempo

de contato).

Percebe-se dessa forma que a preservacdo da qualidade e particularmente a
seguranga microbiolégica durante o processamento e armazenamento do pescado €
importante. E o uso do ozénio pode ser uma excelente alternativa para substituir o cloro, sem
deixar residuos toxicos. A aplicacdo de 0z6nio em pescado ainda depende de legislacéo
especifica e estudos com variadas espécies, para garantir sua adicdo em concentracao
adequada e, assim, cumprir sua fun¢do como agente antimicrobiano, sem alterar e/ou danificar
as caracteristicas do alimento (SILVA & GONCALVES, 2014).
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Tabela 5: Aplicacdo do 0z6nio na industria do pescado — concentracdo e tempo de contato do

0z6nio (O3) com o pescado.

[Os]

Tempo de

Ozbnio 1 Produto Finalidade do uso Referéncia
(mg L™) contato
Gelo ozonizado 0.6 20 dias BacaAIha_u do Aumento da vida de prateleira  Ravesi et al. (1987)
atlantico

Agua ozonizada 5.0-12.0 20-30 min Bagre Aumento da vida de prateleira  Brooks & Pierce (1990)
Agua ozonizada 5.0 5 min Salméo Aumento da vida de prateleira  Mairs et al. (1999)
refrigerada
p . . " Perfil microbiolégico e -
Agua ozonizada 5.00/10.0 10 min Filé de bagre Aumento da vida de prateleira Kim et al. (2000)
Agua ozonizada 1,33 2 min Filé de salméo Qualidade microbioldgica Hansen (2002)
Agua ozonizada 6.0 60 min Tilapia viva Pré-tratamento do peixe vivo Gelman et al. (2005)

- Qualidade sensorial e
Gelo'quwdo 0.17 22 dias Sardinha microbiolégica — Campos et al. (2005)
ozonizado

Armazenamento

Gelo_qumdo 0.2 35 dias Linguado Aumento da vida de prateleira  Campos et al. (2006)
ozonizado

- - Salméo-truta S S L
Exposicao ao 0zonio 01 20 min (processo de Perfil mlcr(_)blologlco (Listeria Vaz-Velho et al. (2006)
gasoso ~ f innocua)

defumagéo a frio)
Agua e gelo em . Megrim Conservacéo de peixe fresco .
3 2.0 14 dias (Lepidorhombus x ; Pastoriza et al. (2008a)
escama ozonizado s 3 (manutencéo da qualidade)
whiffiagonis)
< . Pescada x -
Agua ozonizada _Gelo 2.0 18 dias (Merluccius ConservagaP de peixe fresco Pastoriza et al. (2008b)
em escama 0zonizado - (manutengéo da qualidade)
merluccius)

Sprays de Oz6nio 15 6 Filé de Salméo e L Crowe et al. (2012)

monocytogenes)

Fonte: Silva & Gongalves (2014)

2.9 PADROES FiSICO-QUIMICOS PARA A GARANTIA DA QUALIDADE DO
PESCADO FRESCO

2.9.1 O potencial hidrogeniénico (pH)

O potencial hidrogenidnico (pH) é comumente utilizado como parametro de frescor

(SANTOS, 2013). A analise do pH em pescado consiste na medida da concentragdo de ions

hidrogénio na amostra e seus valores podem variar entre 0 a 14, sendo considerado meio

acido quando os valores se encontram abaixo de 7, e meio basico quando 0os mesmos se

apresentam acima de 7 (IAL, 2008).

O pH de peixe vivo esta pouco acima de 7, normalmente assumindo valores na

ordem dos 7,3 (GUERRA, 2013). Apds a morte do pescado ocorrem fendmenos de glicélise
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anaerobia que resultam na acumulagdo de acido l&ctico que consequentemente reduzem 0s
valores de pH do muasculo. O muasculo dos peixes contém um nivel de glicogénio

relativamente baixo, em comparacao ao dos mamiferos (TEIXEIRA, 2012).

A reducdo do pH ¢ devido a geracdo de ions H+ associada a producdo de &cido
lactico, bem como o colapso das reservas de ATP. Essa diminuigcdo geralmente provoca queda
na qualidade do filé (SANTQOS, 2013). Ao longo do tempo, o valor do pH vai aumentando
gradualmente durante o periodo de conservacdo, devido a formacdo de substéncias, como
amonia e trimetilamina, produzidos pelo desenvolvimento de microrganismos nos peixes.
(TEIXEIRA, 2012; SANTOS, 2013). Quanto mais compostos sdo formados, maior o
desenvolvimento microbiano, devido a aproximacdo ao valor de pH 7,0, considerado 6timo
para o crescimento de microrganismos (LIMA, 2012). Desta forma, o pH préximo a
neutralidade acelera o desenvolvimento de bactérias e, consequentemente, a degradacdo da
carne (MONTEIRO, 2013). Portanto, o valor do pH pode influenciar no prazo de vida
comercial dos peixes, pois as bactérias deteriorantes crescem melhor em faixas de pH mais
alcalinas. (SANTOS, 2013).

De acordo com o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de produtos de
Origem Animal (RIISPOA) é considerado impréprio para consumo peixes que apresentem
valores de pH superiores ou igual a 6,5 (carne interna) (BRASIL, 1952).

Este Regulamento preconiza um limite Unico de pH para variadas espécies, porém
algumas espécies de peixe logo apds o rigor mortis ja apresentam valores elevados de pH,
podendo inclusive ser igual ou maior a 6,5, logo apds a resolucdo deste fato este que permite
inferir que o pH nem sempre é uma ferramenta adequada de qualidade. Sugere-se, com isso,
que a legislacdo seja revista respeitando as espécies de peixes que possuem diferentes valores
de pH apds o rigor mortis (RODRIGUES et al., 2012). Os valores de pH post-mortem de
espécies marinhas selvagens e de aquicultura encontram-se no intervalo ente 6,1 e 6,5
(TEIXEIRA, 2012).

2.9.2 Andlise da Cor | Colorimetria

A cor de um alimento deve-se a presenca de pigmentos naturais. Estes pigmentos séo

instaveis, participam de diferentes reacGes e, em funcdo disto, a alteracdo de cor de um
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alimento é um indicador das altera¢Bes quimicas e bioquimicas possiveis de ocorrer durante o

processamento e estocagem (RIBEIRO et al., 2007).

Os consumidores muitas vezes avaliam a qualidade inicial do produto por sua cor
(SCHUBRING, 2010). No caso do pescado, é um dos principais parametros avaliados pelos
consumidores (VIEGAS et al., 2012; SCHUBRING, 2010). Possui, portanto altissima forca
de decisdo, levando até mesmo ao esquecimento, momentaneo, das caracteristicas nutricionais
do produto (VAZ, 2005).

A cor dos alimentos ndo é estavel, muda na medida em que diminui o frescor. A
aparéncia de um peixe recém-desembarcado é inesquecivel, apenas algumas horas apés a
morte, porém, ele comeca a parecer menos atraente, obviamente, e suas cores agora comuns
sdo muito mais familiar para a maioria do publico (SCHUBRING, 2010). As caracteristicas
da cor do musculo podem ser afetadas pelo estresse antes do abate, pela idade do animal, a
metodologia empregada na medigdo da cor, a natureza do estresse e pelos tratamentos
antimicrobianos (OLIVEIRA, 2005).

As varias espécies de pescado apresentam coloracdo propria do musculo, liquido
corporal, visceras e, sobretudo, da pele e couro. Esta diversificacdo de cor se deve a presenca
de vérios pigmentos, tais como mioglobina, hemoglobina, bilinas, hemocianina, carotenoides,
melaninas, etc.). (RIBEIRO et al., 2007). A coloracdo da carne do peixe ndo apresenta
variacdes com relacdo ao sabor, contudo tem grande relagdo com a atratividade para o
consumidor (BOMBARDELLLI et al., 2005).

A cor pode ser utilizada como um indice de transformacgdes naturais de alimentos
frescos ou de mudancas ocorridas durante o processamento industrial, sendo assim um
importante pardmetro de qualidade. Instrumentalmente, a intensidade da cor é representada
por a* e b*, ao passo que L* indica a luminosidade, a* intensidade da cor vermelho-verde e
b* intensidade da cor amarela-azul, do sistema CIELab (SANTOS, 2013).

No entanto, a caracteristicas da imagem da carne, como a cor, tem sido amplamente
aplicada na industria de alimentos para avaliagdo da qualidade e inspe¢do de uma grande
variedade de alimentos (SCHUBRING, 2010).

Diante disto se tem a importancia da medicdo de cor na avaliagdo da qualidade e
seguranca no processamento do pescado. E uma das vantagens é o fato de o método de

medicdo ndo é caro, e pode, portanto, ser aplicada em larga escala (SCHUBRING, 2010).
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2.9.3 Teste do Acido 2-Tiobarbittrico (TBA)

Os processos de oxidacdo, nomeadamente a auto oxidacdo, envolvem apenas o
oxigénio e os lipidios insaturados, e é responsavel pelo aparecimento de cheiro e sabor rango,
0 que pode limitar o tempo de armazenamento de espécies com alto teor lipidico (PESTANA,
2007). Os é&cidos graxos polinsaturados encontrados no pescado torna-os suscetiveis a
oxidacéo, levando a formacéo de peroxidos e produtos da degradacdo desses. As insaturacdes
representam o centro ativo pelo qual se inicia a reacdo de oxidagdo que sdo causadas pelo
oxigénio atmosférico, menos frequentemente pelo 0z6nio, peréxido, metais e outros agentes
oxidantes (CHIATTONE, 2008).

Dessa maneira, a oxidacgdo lipidica do peixe fresco pode ser prevenida ou retardada
pela remocdo do oxigénio do sistema ou pelo uso de antioxidantes (GONCALVES et al.,
2000). No entanto, o ozbnio, uma molécula triatbmica do oxigénio, amplamente utilizado
como agente antimicrobiano, possui uma forte acdo oxidante, aumentando a formacdo de
radicais livres, podendo acelerar as reacfes de oxidacdo os acidos graxos, 0 que é indesejavel
(VIEIRA et al., 2004; CHIATTONE, 2008). Portanto, a aplicacdo de ozdnio em sistemas
facilmente oxidaveis, como a gordura polinsaturada do pescado, pode se tornar um problema,
pois o processo de oxidacao lipidica poderia ser acelerado, causando depreciacao da carne e a
tonando inaceitavel para o consumo. No entanto, alguns pesquisadores relataram que ap6s o
tratamento com oz6nio ndo foi percebido aumento significativo da oxidacdo lipidica
(MANOUSARIDIS et al., 2004; CROWE et al., 2012).

Do ponto de vista da deterioracdo do sabor dos alimentos, os perdxidos ndo séo
importantes, e sim, os produtos oriundos de sua decomposi¢do (aldeidos, cetonas, alcoois,
hidrocarbonetos e &cidos) (BERTOLIN et al., 2011). O aldeido mal6nico € o principal
produto secundério da oxidagdo lipidica e tem sido detectado como substéncia reativa ao
acido tiobarbiturico (PEREIRA & TENUTA-FILHO, 2005). Um dos métodos mais utilizados
para avaliar a estabilidade lipidica, segundo Fogaca & Sant’ana (2009) é o teste do acido 2-
tiobarbitdrico (TBA), pela reacdo direta da solucdo do acido 2-tiobarbitdrico com os tecidos
do alimento produzindo uma coloragéo rosa, resultado da formagdo de um complexo entre os
compostos oxidados de gordura, principalmente o malonaldeido, com o TBA. E um método
recomendado e eficiente pela rapidez e simplicidade, e é utilizado no controle de qualidade de
produtos susceptiveis a oxidacdo, pois fornece informacdes valiosas a respeito do estado

oxidativo e da predicdo de rancidez do alimento analisado (OSAWA et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia antimicrobiana do ozénio no processamento da tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Auvaliacdo do custo operacional para a producédo de 0z6nio;

= Avaliar a relagdo do binémio “concentrac¢do do ozénio” (0,5; 1,0 e 1,5 ppm) e o “tempo
de exposicao” (5; 10 e 15 minutos) sobre:

» areducdo da carga microbiana na superficie da tilapia;
= areducdo da carga microbiana no processo de filetagem;
= 0 pH e cor do filé de tilapia;

= aoxidacdo lipidica do filé de tilapia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (D.l.C), num esquema
fatorial 4x4 (Tabela 6), sendo constituido pelos fatores concentracdo da agua (0 ppm -
controle) e do agente antimicrobiano (agua ozonizada 0,5; 1,0 e 1,5 ppm) e tempo de imersédo

(0 — controle; 5; 10 e 15 minutos)

Tabela 6: Fatores Concentracdo e Tempo no esquema fatorial 4x4

Tempo (minutos)

Concentracdo (ppm) 0 5 10 15
0,0 0,0/0 00|5 0,0]10 0,0]15
0,5 05/0 05|5 05]10 0,5]15
1,0 1,010 10|5 1,0]10 1,0|15
1.5 15/0 15|5 15]10 1515

4.2 AQUISICAO E TRANSPORTE DA MATERIA-PRIMA

Os exemplares de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foram obtidos da
Associacao de Aquicultores de Apodi, previamente abatidas por choque térmico em &gua e
gelo. As tilapias, com peso médio de 6509, foram imediatamente acondicionadas em caixas
isotérmicas com gelo em escamas na proporcdo 1:1, e transportadas ao Laboratério de
Tecnologia e Controle de Qualidade do Pescado (LAPESC/UFERSA).

4.3 OBTENCAO DA AGUA OZONIZADA

O sistema de geracdo de ozonio foi instalado no LAPESC, conforme Figura 4. Para
os testes simulando processamento em planta industrial, a obtencdo de agua ozonizada foi
realizada através de um gerador de ozonio por descarga elétrica (por efeito corona) em
oxigénio purificado, utilizando um secador de ar e concentrador de oxigénio (minimo de 90%
de O,) projetado para sistemas geradores de oz6nio em planta industrial da marca O3R
Philozon. A agua ozonizada foi mantida em um tanque retangular (86 x 56 x 48 cm) com
recirculacdo a fim de manter os niveis de 0z6nio constante no reservatorio e em temperatura

de refrigeracdo de 11°C até sua utilizacdo posterior.
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Reservatorio
250 L

Ozonizador

Tanque de
contato com O;

Figura 4. Esquema do sistema de geracao de o0zonio e producdo de 4gua ozonizada para
testes de simulando planta industrial (Fonte: O3R Philozon).

4.4 MENSURACAO DO 0ZONIO RESIDUAL EM AGUA

A concentracdo de ozonio residual (mgOs/L) presente na agua foi mensurada pelo

método colorimétrico do indigo (APHA,1995), feitos em triplicata.

Segundo Chiattone (2010) esse método foi aceito mundialmente pelo Enviromental
Protection Agency (EPA), é o Unico método a constar no Standards methods for the
examination of water and wastewater. Sensivel, preciso e rapido, o método do indigo € mais
seletivo para 0 0z6nio que os outros métodos. Esse método esta baseado na oxidacdo do

corante indigo pela molécula do 0zdnio, causando reducdo na intensidade da cor azul.

O equipamento foi configurado para ozonizar numa faixa de Potencial de oxidagéo
reducdo (ORP) e a partir dai o ozbnio residual foi quantificado, até a obtencdo das trés
concentracdes desejadas (0,5; 1,0; 1,5 ppm). Todo experimento foi feito com controle da
temperatura da dgua (11°C).
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4.5 EXPERIMENTOS

4.5.1 Efeito da agua ozonizada sobre a carga microbiana da tilapia inteira
Para verificar a influéncia das concentracbes de o0z6nio na reducdo da carga

microbiana superficial, o experimento seguiu um fluxograma operacional apresentado na
Figura 5.

TILAPIA INTEIRA

AQUISICAO DO PESCADO

||:> ANALISE MICROBIOLOGICA
(SWAB)

ACONDICIONAMENTO EM
CAIXA ISOTERMICA

TRANSPORTE AO LAPESC

||:> ANALISE MICROBIOLOGICA
(SWAB)

IMERSAO EM AGUA (0 PPM) E
EM AGUA OZONIZADA (0,5;
1,0; 1,5 PPM)

ANALISE MICROBIOLOGICA
(SWAB)

Figura 5. Fluxograma do processo de imersdao em agua (0O ppm) e em &gua ozonizada (0,5;
1,0; 1,5 ppm)

Inicialmente as amostras de tilapias inteiras foram adquiridas e feita a primeira coleta
para analise microbioldgica, em seguida as amostras foram submetidas ao acondicionamento
em caixas isotérmicas com gelo, posteriormente as amostras foram transportadas ao LAPESC.
Ao chegar ao LAPESC, foi feita outra coleta do material superficial para a analise
microbioldgica. As amostras de tilapias inteiras foram imersas em agua (0 ppm) e em agua
ozonizada (0,5; 1,0; 1,5 ppm), a temperatura de 11°C, durante 0; 5; 10; e 15 minutos de
imersdo e apds a imersdo foi feita a dltima coleta do material para a analise microbiologica
(Figura 5). Permitindo, dessa forma, avaliar a relagéo do bindmio “concentra¢éo do 0zonio” e

o “tempo de exposi¢do” sobre a reducdo da carga microbiana superficial.
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4.5.2 Efeito da agua ozonizada no processamento de filetagem da tilapia do Nilo

Para verificar a influéncia das concentracbes de o0z6nio na reducdo da carga
microbiana durante o processo de filetagem da tilapia do Nilo, o experimento seguiu um
fluxograma operacional apresentado na Figura 6.

FILE DE TILAPIA

AQUISIGAO DO PESCADO

| |:> ANALISE MICROBIOLOGICA

ACONDICIONAMENTO EM
CAIXA ISOTERMICA

TRANSPORTE AO LAPESC

| |:> ANALISE MICROBIOLOGICA

FILETAGEM

| |:> ANALISE MICROBIOLOGICA

IMERSAO EM AGUA (0 PPM)
E EM AGUA OZONIZADA (0,5;
1,0; 1,5 PPM)

|
ANALISES (FISICO-QUIMICA,
INSTRUMENTALE
MICROBIOLOGICA

Figura 6. Fluxograma do processo de imersao do filé em agua (0 ppm) e em &gua ozonizada
(0,5; 1,0; 1,5 ppm)

Utilizou-se tilapias inteiras que apos a aquisicdo foram mantidas em caixas isotérmicas
com gelo e posteriormente transportadas ao LAPESC. Foram coletadas amostras do masculo
da tilapia para a analise microbiologica. Em seguida, as amostras foram submetidas a
filetagem, remogao da pele através de uma despeliculadora (marca “Brusinox”, modelo “Skin
3000”). Posteriormente, as amostras foram imersas em agua (0 ppm) e dgua ozonizada (0,5;
1,0; 1,5 ppm), a temperatura de 11°C, durante 0; 5; 10; e 15 minutos de imersdo. Com a
finalidade de comparar a melhor concentracdo do o0zonio e tempo de exposicdo sobre a
reducdo da carga microbiana (contagem total de mesoéfilos aerdbios, Staphylococcus coag
positivo, coliformes termotolerantes e presenca de Salmonella), alteracdo do pH, cor do filé e
na estabilidade oxidativa, permitindo dessa forma avaliar a relacdo do bindmio “concentragado

do 0z6nio” e o “tempo de exposi¢do” sobre estes parametros.
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4.6 ANALISE MICROBIOLOGICA

A anélise microbioldgica das amostras foi realizada em todas as etapas do
processamento (tilapias inteiras, apos o transporte, apds a imersdo em &gua (controle) e dgua
ozonizada), para avaliar a eficiéncia antimicrobiana do ozbnio na reducdo da carga
microbiana. A coleta do material superficial da tilapia inteira deu-se através da técnica de
swab. Apos as coletas, as amostras foram acondicionadas em caixa isotérmica com gelo,
transportadas e processadas no Laboratério de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da
Universidade Federal Rural do Semi Arido (UFERSA) para serem submetidas as analises

microbioldgicas.

Para o filé da tilapia, apds a imersdo em agua (0 ppm) e agua ozonizada, 100 g de
filés foram pesadas em balanca analitica de precisdo (Shimadzu, modelo BL3200H), inseridas
em recipientes estéreis, e encaminhadas ao Centro de Anélises Clinicas e Imunoldgicas de
Mossord (CACIM) para analise. As anélises microbioldgicas foram realizadas de acordo com
a Instrucdo Normativa N°62 (BRASIL, 2003).

As analises microbioldgicas realizadas incluiram contagem total de mesofilos
aerobios, Staphylococcus aureus coag positiva, coliformes termotolerantes e presenca de
Salmonella spp. Dentre os parametros analisados, apenas Salmonella spp e Staphylococcus
aureus coag. positiva sdo exigidos pela legislacdo vigente (Brasil, 2001). Apesar da legislagédo
ndo possuir padrGes para contagem total de mesofilos e coliformes termotolerantes para
pescado in natura, tais analises foram realizadas, pois a presenca desses microrganismos

indica as condicGes higiénico-sanitarias do pescado.

4.7 MEDICAO DO POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

A anélise de pH (TERRA & BRUM, 1998) dos filés de tilapia foi realizada através
de um potencidémetro digital de leitura de pH de carnes (marca “Hanna”, modelo “HI 2221”).
Pesou-se 10 g de peixe e o diluiu em 50 mL de &gua destilada. O pH foi determinado com o
aparelho calibrado. A andlise foi realizada em triplicata. As amostragens foram realizadas
apos 5; 10 e 15 minutos de imersdo em agua sem ozonio (Controle - 0 ppm) e agua ozonizada
(0,5; 1,0; 1,5 ppm).
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4.8 ANALISE DA COR

A cor do filé foi avaliada em trés pontos distintos por amostra, determinada com
auxilio de um calorimetro portatil (Konica Minolta, modelo CM-700D - Figura 7), com a
escala L*(Luminosidade), a*(Componente vermelho), b*(Componente amarelo) do sistema
CIELab . A calibracdo do aparelho foi realizada conforme as instrugdes do fabricante. Todas
as amostras foram medidas em triplicata. O sistema de leitura do calorimetro foi feito

diretamente no display, onde a cada leitura, apareceram os valores de L*, a* e b*.

Figura 7. Determinacdo da cor do filé de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

4.9 AVALIACAO DO PROCESSO DE OXIDACAO LIPIDICA ATRAVES DO TESTE DO
ACIDO TIOBARBITURICO (TBA)

O TBA foi determinado, através do método descrito por Tarladgis et al. (1960), apds
a lavagem do filé das tilapias com agua pura (0 ppm) e ozonizada afim de avaliar o
desencadeamento do processo de oxidacao lipidica apds o tratamento com agua ozonizada. A
reacdo foi medida espectrofotometricamente em comprimentos de onda de 538nm. As
amostras foram analisadas em triplicata (ANEXO). Os resultados do indice de TBA dos filés

de tilapia submetidos aos tratamentos foram expressos em mg MA/Kg.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de pH, cor e TBA foram submetidos a avaliacdo de homocedasticidade e
normalidade, ndo sendo identificados dados (outliers e influentes), em seguida submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as meédias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade, através do software estatistico R — Development Core Team (2011). As
médias de pH, TBA e pardmetros de cor foram comparadas pelo teste t-Student para
determinar possiveis diferencas significativas ao longo do tempo de exposi¢do do ozonio. Os
gréficos foram construidos com o software SigmaPlot para Windows V. 10 (Systat Software,

Inc.).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MENSURACAO DO 0ZONIO RESIDUAL EM AGUA

Os resultados da relacdo do potencial oxi-reducdo (ORP) e ozdnio residual na dgua
estédo apresentados na Tabela 7. O equipamento foi configurado para ozonizar dentro da faixa
desejada (Set Point) e a0 mesmo tempo quantificou-se cada nivel de ORP (em mV), e 0 que
este representa em concentracdao de ozoénio residual (em ppm). Percebe-se que a concentragdo
de 0zbdnio aumentou de acordo com ORP da &gua. Cada concentracdo de ozonio residual foi
mantida estavel — através do sistema de recirculacdo — e utilizada nos experimentos

posteriores.

Tabela 7: Concentracdo de 0z6nio na agua (n= 3)

Set Point ORP mensurado [04] ppm
ORP (mV) (mV) sIpp
860/880 889 0,52 +0,02
940/960 955 1,0 +£ 0,09
960/980 980 1,5+0,08

A possibilidade de uma adequada mensuracdo do ozodnio refletird no custo e na
eficiéncia de geradores de 0z6nio (SILVA et al., 2011). Sabendo que o consumo elétrico do
gerador de ozo6nio € de 0,7 kWh, que o tempo para atingir as concentracdes de ozonio
desejadas na agua (0,5; 1,0 e 1,5 ppm) para o volume de 170 litros foi de 20, 50 e 60 minutos,
respectivamente, calculou-se o custo do consumo de energia elétrica (valor comercial
equivalente a R$ 0,55/kWh) utilizada para geracdo do 0z6nio nas concentracfes de 0,5; 1,0 e

1,5 ppm, conforme a tabela 8.

Tabela 8: Custo com energia elétrica do gerador de 0z6nio

Concentracdo de Oz6nio (ppm)  Tempo (min) Custo R$
0,5 20 0,12
1,0 50 0,32

1,5 60 0,38
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O célculo do custo foi estimado apenas para o tempo de ozonizacdo para atingir as
concentracdes de ozonio (volume de 170 litros) utilizadas para a imersdo da tilapia na agua
ozonizada. Supondo uma situacdo dentro de uma inddstria de processamento do pescado,
onde se gasta um volume de agua de 10 L/kg de matéria prima para lavagem, evisceracgao e
filetagem, e utilizando a maior concentracdo de ozonio (1,5 ppm), seria necessario para a
lavagem de 1 tonelada de peixe 10.000 L de agua e o tempo de 1 hora para a ozonizacdo da
agua, desta forma, o custo com energia elétrica do gerador de ozénio seria de

aproximadamente R$ 23,00.

5.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

5.2.1 Efeito do resfriamento em gelo sobre a carga microbiana da tilapia do Nilo inteira

Os resultados da contagem total de meséfilos na superficie das Tilapias antes e apds
0 transporte estdo apresentados na Tabela 9 e demonstraram que o resfriamento em gelo

proporcionou uma reducdo das bactérias mesofilas.

Tabela 9: Efeito do gelo na reducdo microbiana (Contagem Total de Mesofilos - Logl0

UFC/cm?) - Swab de superficie.

Contagem Total de Mesofilos

Tilapia do Nilo Swab de superficie (log10 UFC/cm?)
Inteira (in natura — na despesca) 4,05
Inteira (em gelo — no LAPESC) 3,65

Quando o gelo é empregado de maneira correta e na quantidade adequada sobre o
pescado, este contribui para sua conservacao, seja na reducédo de sua temperatura (até 0°C), ou
no retardo das alteracbes enzimaticas e bacterianas (LIMA, 2002). Dessa forma, o
armazenamento do pescado em gelo, logo apds a captura ou despesca é importante para

minimizar processos autoliticos e a proliferacdo microbiana.

Esta reducdo de temperatura é fundamental para a manutencdo da qualidade do
pescado visto que ao reduzir a temperatura, a velocidade de multiplicagdo dos
microrganismos também diminui, haja vista o distanciamento de sua temperatura 6tima de

crescimento. A diminuicdo da temperatura do pescado a 5°C, por exemplo, inibe o
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crescimento de alguns microrganismos a medida que para outros essa temperatura provoca

apenas um retardo de sua multiplicagédo (SILVEIRA, 2013).

Além da reducdo em aproximadamente 10% na contagem total de mesofilos, ndo
houve contaminacdo por coliformes termotolerantes, Salmonella spp. e Staphylococcus
aureus coagulase positiva em todas as amostras, atendendo integralmente ao padrdo
estabelecido pela legislacdo vigente (BRASIL, 2001), e indicando que as condicdes higiénico-
sanitarias adotadas ao longo da despesca, abate, resfriamento, armazenamento e transporte
foram satisfatorias, o que pode contribuir de forma significativa para a 0 aumento na vida-de-
prateleira, pouco uso ou baixas concentracdes de sanitizantes, evitando-se, desta forma,

possiveis doencas transmitidas por estes alimentos.

Os resultados encontrados nessa pesquisa corroboram com o estudo de outros
autores, como, Soares et al. (2012), os quais detectaram a auséncia de crescimento de S.
aureus coagulase positivo em tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o
armazenamento em gelo, e Simdes et al. (2007) na avaliacdo da qualidade microbioldgica de

filés de tilapia tailandesa (Oreochromis spp.).

Outros autores estudando a presenca de bactérias meséfilas, Salmonella e E. coli.em
pescado fresco comercializado verificaram baixo risco para a salde do consumidor, por
estarem bem armazenados sob refrigeracdo ou em gelo. Damasceno (2009) verificou auséncia
de Salmonella spp. e baixa contagem de S. aureus coagulase positivo (valores inferiores a 2,0
log UFC/g) em salméo refrigerado. Silveira (2013) avaliou a qualidade microbioldgica de
tilapia inteira mantida em gelo, e observou que a contagem inicial de bactérias meséfilas foi
3,20 log e apos dois dias refrigerado encontrou valores de 2,99 log. Santos et al. (2014)
avaliaram a qualidade microbiologica da pescada amarela (Cynoscion acoupa) resfriada, e
observaram auséncia de Salmonella sp e Escherichia coli; e contagens para de S. aureus

coagulase positivo (2,0 log UFC/g) dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira.

A legislacdo brasileira ndo determina valor padrdo para contagem total de mesofilos
para pescado. No entanto, quando presentes em numeros elevados poderdo causar
deterioracdo e/ou a reducdo da sua vida de prateleira, portanto, os limites sugeridos por
Franco & Landgraf (1996) foram adotados neste trabalho. Estes recomendam o limite de 10°

UFC/ g para mesdfilos, esses valores serdo considerados impréprios para consumo.
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Apesar da legislacéo brasileira ndo exigir contagem de bactérias mesofilas, quando
sdo elevadas sdo indicativo de contaminacdo durante a captura e beneficiamento podendo
indicar condicGes deteriorantes relacionadas ao frescor, levando a alteracdes organolépticas.
Desta forma, tem-se a necessidade das boas praticas higiénico-sanitarias e controle da

temperatura em todas as etapas pds captura.

A auséncia de coliformes termotolerantes, S. aureus coagulase positiva e Salmonella
spp. no presente trabalho confirmou que os procedimentos higiénicos-sanitarios foram
corretamente seguidos desde a captura até a preparacao da matéria-prima.

5.2.2 Efeito da 4gua ozonizada sobre a carga microbiana da tildpia do Nilo inteira

Os resultados do efeito antimicrobiano da agua ozonizada sobre a contagem total de
mesofilos aerdbios na superficie da tilapia do Nilo inteira estdo apresentados na Figura 8.
Verificou-se que no grupo controle (sem tratamento com 0z06nio) ndo houve reducdo da
contagem de mesofilos, pelo contréario, houve um crescimento ao longo do tempo de imerséo
em 4gua. A carga microbiana inicial passou de 3,65 log UFC/cm? para 4,46 log UFC/cm? no
final do tratamento, indicando crescimento de 0,81 log UFC/cm?. Isso pode ser explicado pelo
fato da agua (Oppm) ndo apresentar um poder sanificante, e a0 mesmo tempo, a imersao em

agua fria (11°C) do muco superficial da tilapia (fonte de bactérias).

Como esperado, o efeito antimicrobiano da agua ozonizada foi observado no
tratamento com maior concentracdo (1,5 ppm), reduzindo em 91,78% a carga microbiana
inicial de bactérias meséfilas (de 3,65 log UFC/cm? para 0,30 log UFC/cm?), seguido do
tratamento com concentragdo 1,0 ppm (reducéo de 83,56%) e 0,5 ppm (reducdo de 78,08%).
Percebeu-se que com o aumento do tempo de contato da tilapia com a dgua ozonizada, houve
uma reducdo do poder oxidante em todos os tratamentos devido a instabilidade da molécula
triatdbmica do ozonio (Os), que facilmente se decompde em oxigénio (O,) logo no inicio do
contato, liberando um radical livre (O*) que oxida a bactéria, e, portanto, a reducdo passa a ser
menor. Diante disto, para a reducdo da carga microbiana, a 4gua ozonizada (0,5; 1,0 e 1,5
ppm) apresentou maior eficiéncia nos primeiros 5 minutos de contato, reduzindo a carga
bacteriana em 49,32%, 60,27% e 71,23%, respectivamente.
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Figura 8. Efeito da 4gua ozonizada na reducdo microbiana (Contagem Total de Mesofilos -
Log10 UFC/cm2) da superficie da tilapia do Nilo - Swab de Superficie.

Dados da literatura também relatam a reducdo de mesofilos no pescado quando
submetido ao tratamento com ozénio. Tomita et al. (2015) estudaram a eficiéncia do ozbnio
como agente antimicrobiano na agua de processamento da pescada Goete (Scianidae) e

demonstraram redugdo de mesofilos apds a lavagem com &gua ozonizada a 2 ppm.

A acdo antimicrobiana do ozénio foi observada também por Campos et al. (2005)
onde estudaram a eficiéncia do gelo em escama, e gelo liquido ozonizado no armazenamento
de sardinha (Sardina pilchardus). O uso combinado do gelo liquido e 0zdnio proporcionou a
reducdo do crescimento de bactérias mesofilas aos 12 dias de armazenamento. As amostras de
sardinhas controle (armazenadas em gelo liquido e gelo em escama sem 0z06nio) apresentaram
um aumento nas populacdes de bactérias mesofilas (de 10°— 10° log UFC/cm?2 e 10°- 10’ log

UFC/cm2, respectivamente).

Campos et al. (2006) estudaram a eficiéncia do 0z6nio no armazenamento refrigerado
do linguado (Psetta maxima) em gelo liquido (40% de gelo e 60% de agua ozonizada - 0,2
ppm) e também verificaram alta eficiéncia antimicrobiana do o0z6nio na diminuigdo o
crescimento bacteriano na superficie do linguado (de 2,00 log UFC/cm? para 0,00 log

UFC/cm?), em comparacdo com o gelo liquido. Nesse estudo, os autores utilizaram baixa
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concentragdo de ozoOnio, no entanto, como utilizaram o oz6nio em solugdes com baixa

temperatura, sua estabilidade é maior, e, portanto, sua eficacia aumentou.

Pastoriza et al. (2008a) avaliaram a eficiéncia antimicrobiana da agua e gelo em
escama com o0zénio (2 ppm), aplicada no linguado (Lepidorhombus whiffiagonis) e
verificaram reducdo da populacdo bacteriana durante o armazenamento por 14 dias. Gelman
et al. (2005) estudaram o tratamento com a ozonizagéo (6 ppm) da tilapia viva em tanques. O
pré-tratamento com ozonio prolongou a vida de prateleira em 12 dias. As contagens totais de
bactérias na superficie da tilapia foram inferiores a 2-3 log UFC/cm?2 do que o controle, e 0s
musculos mantiveram-se praticamente estéreis por 30 dias, indicando que a combinacdo do
pré-tratamento do 0z6nio com o armazenamento a 0°C ser um meio viavel de prolongar a

vida de prateleira do pescado.

Blogoslawski & Stewart (2011) estudaram a conservacao do salméo (Oncorhynchus
nerka) em agua do mar ozonizada. O ozénio aplicado foi de 2 ppm para fazer uma solugdo a
0,5 ppm residual no gelo. O salmdo conservado em gelo ndo ozonizado ja se apresentou
degradado no quarto dia apds a captura, em contraste, o salméo preservado no gelo ozonizado

manteve-se fresco durante oito dias.

Alguns autores estudaram o efeito 0zonio em mexilhées. Manousaridis et al. (2005)
registraram uma reducdo na contagem total de mesofilos, sendo que na amostra controle (sem
0z0Onio) a contagem foi de 3,4 log UFC/g, enquanto que as contagens em amostras ozonizadas
(1 ppm) para 60 e 90 minutos foram de 3,1 e 2,7 log UFC/g, respectivamente. A reducdo na
contagem total de mesdfilos de 0,7 log UFC/g foi observada pela ozonizacdo, entretanto, esse
tempo de contanto provavelmente ndo possa ser vidvel para uma indudstria de processamento
devido ao tempo gasto na lavagem do pescado, desse modo reduzindo a producdo da
indUstria. Schneider et al. (1991) observaram a redugéo do V. vulnificus de 2 log nas carnes de
Améijoa-mercendria (Mercenaria mercenaria) apés a depura¢do com agua ozonizada (0,2 a
1,1 ppm), quando comparado com as amostras do tratamento controle (sem 0z6nio). Apos o
tratamento, observou-se que a extensdo no periodo de vida de prateleira das almeijoas foi

obtido pela ozonizacéo.

Observando-se os resultados obtidos no presente estudo, e dos dados encontrados na
literatura, o tratamento com &gua ozonizada mostrou-se satisfatorio na reducdo da carga
microbiana, podendo desta forma melhorar a qualidade de armazenamento e

consequentemente aumentar a vida de prateleira, pois 0 0zonio tem acdo antimicrobiana sob
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os mesofilos que estdo relacionados com a populacdo deteriorante que age em carnes sob
refrigeragéo.

5.2.3 Efeito da agua ozonizada no processamento de filetagem da tilapia do Nilo

Os resultados do efeito antimicrobiano da dgua ozonizada sobre a contagem total de
mesdfilos aerdbios no processo de filetagem da tildpia do Nilo estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Efeito da 4gua ozonizada na reducdo microbiana (Contagem Total de Mesofilos —
Log10 UFC/g) nos filés de tilapia do Nilo.

No tratamento controle (sem 0z6nio) houve uma reducdo de 5,66% na contagem total
de mesofilos, sendo observado essa reducdo apenas apdés 5 e 10 minutos de imersdo,
provavelmente, ao fato de que a 4gua tenha apenas diluido a carga microbiana pela lavagem,

permanecendo estavel, com tendéncia a um leve aumento no final da etapa de lavagem.

A imersdo do filé em agua ozonizada (0,5; 1,0 e 1,5 ppm) apresentou uma reducao
total de contagem total de mesoéfilos de 32,08%; 66,79% e 70,19%, respectivamente, e a agdo
antimicrobiana do ozénio, como esperado, aumentou de acordo com 0 aumento da
concentra¢do do ozonio. Diante disto, a agua ozonizada a 1,0 e 1,5 ppm demonstraram ter o
maior potencial oxidante na redugdo dos microrganismos devido apresentar a maior
concentracdo de ozonio. Levando em consideracdo o gasto com energia elétrica, a agua

ozonizada com 1,0 ppm passa a ser mais viavel economicamente.
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O tempo que apresentou maior eficiéncia da dgua ozonizada nos tratamentos 0,5; 1,0 e
1,5 ppm para a redugdo da carga microbiana foram aos primeiros 5 minutos de contato,
reduzindo as populagdes inicias de bactérias mesofilas em 17,36%, 44,53% e 47,55%,
respectivamente, demonstrando que o 0zénio em solucdo aquosa tem sua eficacia maior nos
primeiros minutos de contato. Os resultados obtidos nas andlises de contagem total de
mesofilos demonstraram que nos filés os valores estavam sempre abaixo do valor
recomendado, 10° UFC/g.

Dados da literatura relatam a reducdo da carga microbiana do musculo do peixe ap6s
o0 tratamento com agua ozonizada. Bono & Badalucco (2012) estudaram a eficiéncia da agua
ozonizada (0,3 ppm) combinada com a atmosfera modificada no processamento do salmonete
listrado (Mullus surmuletus). O uso combinado da agua ozonizada com atmosfera modificada
atrasou o crescimento bacteriano no musculo do peixe, apresentando baixos niveis de
contagem total de mesofilos (2,5 log UFC/g) quando comparada com as amostras controle
(3,7 log UFC/g). Portanto, o tratamento agua ozonizada associado a embalagem com
atmosfera modificada prorroga o prazo de validade do pescado mantendo a seguranca e a
qualidade do alimento.

Campos et al. (2006) estudaram a eficiéncia do o0zbnio no armazenamento
refrigerado no musculo do linguado (Psetta maxima) em gelo liquido (40% de gelo e 60% de
agua ozonizada - 0,2 ppm) e verificaram que o gelo liquido ozonizado diminuiu o crescimento
na contagem total de aerébios no musculo do linguado, apresentando valores inferiores a 10°
UFC/g em comparacio com o gelo liquido (sem oz6nio) que atingiram niveis acima de 10°
UFC/g, apds 28 dias de armazenamento. Isto indica que o uso do ozbnio afeta diretamente o

crescimento dos microrganismos.

Durante todo o0 experimento a pesquisa por Staphylococcus aureus coagulase
positivo, Salmonella sp, coliformes termotolerantes obtiveram resultados negativos em todas
as amostras, atendendo, portanto, aos padrées microbiologicos que determina a ANVISA
(BRASIL, 2001). Os resultados ocorreram, supostamente, pelo fato das amostras serem recem
abatidas e havendo o minimo de manipulagdo durante o processamento e a manipulagdo

higienicamente pode explicar a auséncia dos microrganismos nas amostras.

Tal fato ocorreu conforme o esperado, ja que o S. aureus coagulase positivo é uma
bactéria patogénica que nao faz parte da flora microbiana normal dos peixes (SOARES et al.,

2012). Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, anaerébio facultativo
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(MONTEIRO, 2013), é o principal microrganismo envolvido nos surtos de intoxicacdo
alimentar, responsavel por aproximadamente 45% das toxinfec¢Ges do mundo (DORIA, 2012;
SIMOES et al., 2007). A sua presenca em alimentos, relaciona-se & contaminacao oriunda de
manipulacdo e inadequada sanitizacdo de utensilios e risco sanitario potencial, j& que este
microrganismo pode estid presente nas maos e mucosas dos manipuladores (FARIAS &
FREITAS, 2008; GONCALVES, 2011), o que torna evidente a importancia do controle
higiénico-sanitario nos estabelecimentos industriais e comerciais, quanto a méao-de-obra,

equipamentos e superficies que entram em contato com o pescado.

Salmonella sp. sdo bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos, anaerobios
facultativos. O pH 6étimo para a multiplicacdo fica proximo de 7,0 e a temperatura ideal
encontra-se na faixa de 35°C a 37°C sendo possivel registrar o crescimento deste
microrganismo em temperaturas que variam de 5°C até 47°C (MONTEIRO, 2013). A
Salmonella ndo faz parte da microbiota normal do peixe, e quando presente, pode estar
associado a manipulacédo inadequada em qualquer uma das etapas da cadeia produtiva ou por
contato com &gua contaminada (LIMA, 2012). E o grupo de bactérias responsavel pela maior
frequéncia de doencas causadas pela contaminacdo de alimentos (MONTEIRO, 2013).

Os coliformes termotolerantes sdo bacilos Gram-negativos, ndo esporulados
(MONTEIRO, 2013) e sua ocorréncia em alimentos esta diretamente relacionada com falhas
no processamento ou contaminacdo de origem fecal recente, portanto, sdo utilizados como
indicadores das condicGes higiénico-sanitérias de alimentos (LIMA, 2012). Desse modo, as
boas préticas de fabricacdo e de higiene sdo essenciais para se lograr um produto aceitavel em
termos de qualidade microbiologica que ndo prejudiquem a vida de prateleira do produto

como também a salde do consumidor.

De acordo com a legislacdo brasileira (BRASIL, 2001), as amostras de filés de tilapia
do Nilo tratadas com agua ozonizada estariam aptas ao consumo, mostrando mais uma vez o

efeito benéfico potencializado pela imerséo do file em dgua ozonizada.

5.3 FISICO-QUIMICO

Para efeito de avaliacdo de interacOes entre os fatores estudados, os valores médios
encontrados para pH, cor (sistema CIE L* a* b*) e TBA dos filés de tilapia estdo

apresentados na Tabela 10.
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O pH da carne de tilapia diferiu significativamente entre as concentragdes de ozonio
e tempo de imersdo (p<0,05), no entanto, ndo foram observadas interagOes significativas
(p>0,05) entre esses fatores. O valor do pH da carne de tilapia imerso em agua ozonizada foi
superior na concentracdo de 1,5ppm quando comparado a concentragédo de 0,5 ppm. O pH foi
mais alto no tempo de imersdo de 5 minutos quando comparado aos demais tempos,

demonstrando novamente que sua acao ocorre de imediato nos primeiros minutos de contato.

Tabela 10: Valores médios de pH, cor e TBA em filés de tilapia do Nilo lavadas com agua
sem ozonio (Controle) e com &gua ozonizada (0,5; 1,0 e 1,5 ppm) durante 0; 5; 10 e 15
minutos.

A Ozobnio (ppm) Tempo de Imersao (minutos)
Parametro (c%rﬁm]le) 05 1,0 15 0 5 10 15 (%/OV)
pH 6,10% 6,08 6,13% 6,15% 6,06 6,19° 6,100 613" 776
COR
L 30,43 29,68 28,00° 29,61 28,67° 29,78°  30,18°  29,12° 15,68
a* -1,163° -1,238° -0,82° -1,062° -027¢ -151°  -1,49°  -1,02° 2245
b* 1,15° 0,80° 1,86° 0,80° 1,68°  1,27° 1,09° 0,99° 2511
TBA (mg MA/100g)
(0ZONIO ppm/ TEMPO DE IMERSAO minutos)
0 ppm (Controle) 0,5 1 15 g);)
0 5 0 15 | 0 5 10 15| 0O 5 10 15 | 0 5 10 15
0,68" 0,64° 0,64® 0,64°|0,685 0,69 0,777 0,83°|0,68' 0,75° 0,77 0,97°|0,68' 0,85" 0,96° 1,19" 1039
Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05), sendo **““ para 0z0nio;

sendo &N

ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05), sendo
as concentracGes de 0zdnio) e tempo de exposi¢do; CV- Coeficiente de variagéo.

para o tempo de exposi¢do; CV- Coeficiente de variacdo; Médias seguidas de mesma letra na linha
ABCD EFGHLIKLeMNOP nara interagdo significativa entre

Os valores L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho) e b* (intensidade de
amarelo) dos filés analisados nos diferentes tratamentos e pode-se observar que ndo houve
efeito significativo para interacdo entre concentracédo e tempo de imersdo (p>0,5) e ndo foram

observadas interagdes significativas (p>0,05) entre os fatores.

Os valores de TBA do filé de tilapia diferiram entre as concentra¢fes de ozonio e
tempo de imersdo (p<0,05) e foram observadas intera¢Ges significativas (p<0,05) entre esses
fatores. Os valores de TBA do filé de tilapia imerso na agua ozonizada foi superior na
concentracdo de 1,5 ppm quando comparado aos valores de TBA do filé de tilapia imerso na
agua ozonizada com 0,5 e 1,0 ppm. Para os valores de TBA do filé imerso na agua ozonizada
foi superior no tempo de 15 minutos quando comparado aos valores de TBA imerso em agua

ozonizada nos tempos de 5 e 10 minutos.
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5.3.1pH

A variacdo do pH do fileé de tilapia do Nilo durante as imersdes em &gua ozonizada
foram ilustradas na Figura 10, e verificou-se diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos
de imersdo. No tratamento controle (0 ppm) verificou-se aumento significativo do pH a partir
de 15 minutos de imersdo em &gua. Nos tratamentos com 0,5; 1,0 e 1,5 ppm de ozonio,
verificou-se aumento significativo do pH a partir de 5 minutos de imersdo, demonstrando o
poder oxidante logo no inicio do contato com o 0z6nio, mas nas concentracdes de 0,5 e 1,0
ppm a partir dos 10 minutos de imersdo houve uma reducéo significativa dos valores do pH,

permanecendo dentro dos limites legais para pescado fresco.

6,50
—e— 0ppm O, (Controle) —w— 1,0 ppm O,
—O— 0,5 ppm O, —A— 1,5 ppm O,
6,25 A
T 4
S 6,00
Concentracdes Tempo (min)
de 0z6nio (ppm) 0 5 10 15
575 4 0 (Controle) 6,06 £ 0,012 6,06 £ 0,012 6,00 + 0,02° 6,14 +£0,01°¢
’ 0,5 6,06 £ 0,012 6,11+0,01° 6,08 + 0,01 ¢¢ 6,07 + 0,022¢
1,0 6,06 + 0,012 6,22 £0,01° 6,13+0,02°¢ 6,12 £ 0,024
1,5 6,06 +0,012 6,22 +0,02° 6,19 +0,01° 6,15 + 0,03 ¢
Médias seguidas de mesma letra na linha néo diferem estatisticamente entre si (p>0,05), pelo teste de t-Student a
5% de probabilidade. Média + SD, n=3.
5,50 T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (minutos)

Figura 10. Variacdo de pH nos filés de tilapia do Nilo imersas em agua ozonizada
(concentrages 0; 0,5; 1,0 e 1,5 ppm) durante 0; 5; 10 e 15 minutos.

Na tilapia viva, o pH da carne situa-se em um valor ao redor de 7 a 7,2. Apds a
morte do peixe, o glicogénio € convertido anaerobicamente a acido latico que ao se acumular
no musculo reduz o pH para 6,2-6,5, no peixe fresco. Nesse estudo, os valores de pH variaram
de 6,06 a 6,19, havendo um aumento significativo no valor do pH, mas a qualidade néo foi
afetada. Os baixos valores de pH encontrado nos filés de tilapia podem estar associados ao
fato das tilapias serem cultivadas em tanques redes, permitindo a captura rapida, ndo havendo

grande esforco e luta, portanto, preservando as reservas de glicogénio (SOARES, 2012).
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Outros autores estudando a influéncia dos sanificantes em filé de tilapia, verificaram
que o pH ndo foi alterado apds submetidos aos tratamentos com os sanificantes. Oliveira
(2005) tratou o filé de tilapia com sanificantes (dicloroisocianurato de sddio,
dicloroisocianurato de sodio associado ao ultrassom, 0zonio, 0z6nio associado ao ultrassom e
0 grupo controle), os valores do pH variaram entre 6,25 e 6,31, os filés submetidos aos
tratamentos sanificantes ndo sofreram influéncias significativas (p>0,05), isso mostra que 0s
sanificantes ndo alteraram o pH dos filés. Portanto, as alteracGes observadas no pH néo

interferem na comercializagcdo e no consumo.

Pastoriza et al. (2008a) trataram peixes com agua ozonizada e armazenada com gelo
em escama ozonizado (2 ppm) durante 8 e 12 dias. Os valores de pH foram mais baixo (6,79 e
7,00) que o controle (7,06 e 7, 22), respectivamente. Rong et al, (2010) ndo observaram
diferenca no pH de ostras in natura e ostras tratadas com &gua ozonizada, sendo que o valor

foi de 6,30 (controle) e 6,28 (agua ozonizada).

Campos et al. (2005) observaram que o pH de sardinhas armazenadas por 22 dias em
gelo liquido sofreu ligeiro aumento de 5,90 para 6,20 (sem ozbdnio) no final do
armazenamento. Nas mesmas condi¢des, porém utilizando gelo liquido ozonizado (0,17 ppm)
o pH no final do armazenamento foi de 6,07. Fato pode ter ocorrido por ndo ocorrer a

decomposicdo de compostos nitrogenados neste periodo, pois a decomposicéo eleva o pH.

5.3.2Cor

Considerando que a mioglobina (Mb) é o principal pigmento responsavel pela
coloracdo marrom-avermelhada da carne do peixe e de outros animais vertebrados e
invertebrados. A hemoglobina (Hb) também presente no musculo escuro, porém em pequenas
concentragdes, pouco contribui para a cor da carne, exceto nos casos em que haja rupturas dos

vasos sanguineos com acumulo de sangue nos tecidos musculares (MAIA & OGAWA, 1999).

Quanto maior a porcentagem de Mb + Hb na carne, mais escuro é o musculo do
peixe, refletindo um menor valor de L*, uma vez que o maximo valor de L* (luminosidade) é
100, e representa uma perfeita reflexdo difusa (branco), enquanto que o valor minimo é zero e
constitui o preto (OLIVEIRA 2005; RIBEIRO et al., 2007). Segundo Oliveira (2009) o
pescado magro apresenta uma baixa concentragcdo de hemopigmentos, favorecendo uma maior

reflexdo da luz e consequentemente aumentando o valor da luminosidade.
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Na avaliacdo da cor realizada nos filés de til&pia, observou-se que houve diferenca
significativa (p<0,05) nos tempos de imersdo para 0 pardmetro L* quando comparados ao
controle (Tabela 11). No tratamento com 0,5 e 1,0 ppm, os tempos de imersdo ndo diferiram
do tempo 0, mas houve diferenca entre os tempos 5, 10 e 15 minutos. No tratamento com 1,5
ppm, verificou-se uma reducdo significativa do L* a partir dos 10 minutos de imersdo, mas
aos 15 minutos ndo houve diferenca significativa entre os tempos 0, 5 e 15 minutos de

imersao.

Tabela 11: Parametro de cor “L*” (Luminosidade) nos filés de tilapia do Nilo lavadas com
agua ozonizada nas concentracdes 0; 0,5; 1,0 e 1,5 ppm durante 0; 5; 10 e 15 minutos de
imers&o.

Concentracgoes Tempo (min)
de 0zbnio (ppm) 0 5 10 15
0 (Controle) 32,03+1,86% 30,11+046*% 3224+183% 32,24+183°
0,5 32,03+1,86% 28,12+1,78® 30,86+0,65* 29,55+0,70%
1,0 32,03+1,86% 2842+0,23® 32,88+056% 29,22+ 0,90
1,5 32,03+1,86* 30,64+0,85% 28,71+0,69%° 2882+1,389°

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05), pelo teste de t-Student a
5% de probabilidade. Média + SD, n=3.

Valores superiores foram relatados por Oliveira (2005) em filé de tilapia imerso em
agua ozonizada (3,0 — 3,5 ppm) por 20 minutos e foi observado valor de L*= 43,94,
resultando em filés com luminosidade mais elevada que o tratamento controle, L*= 41,94, e
por Schubring (2010) quando tratou o “Minced fish” com perdxido de hidrogénio, os valores

de L* aumentaram com os niveis de peroxido de hidrogénio

O parametro da luminosidade (L*) ndo sofreu interferéncia da &gua ozonizada,
conforme observado na Tabela 11. Apresentou resultados inferiores aos relatados na literatura
para filé de peixe, conforme estudos reportados anteriormente, portanto, apresentando baixa
luminosidade, ou coloragcdo escura, 0 que pode ser atribuido a fatores como as condicgdes
bioldgicas da espécie (sexo, idade, escore corporal), condi¢des de criacdo (meio de cultivo e
alimentacdo), as condi¢bes de armazenamento e 0 tipo de manuseio a que estdo sujeitos
(SANTOS, 2013).

Observou-se para o parametro a* no tratamento controle que apds a imersédo em agua
(0 ppm) verificou-se um aumento significativo (p<0,05) no tempo de 10 minutos e uma
reducdo no tempo de 15 minutos (Tabela 12). No tratamento com 0,5 e 1,0 ppm n&o houve
diferenca significativa (p>0,05) para o parametro a* nos tempos de imersdo. No tratamento
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com 1,5 ppm verificou-se um aumento significativo (p<0,05) no tempo de 5 minutos de
Imers&o, ou seja, propiciou uma carne levemente cinza, em seguida havendo uma reducéo dos
valores de a* no tempo de 10 minutos e no tempo de 15 minutos houve um aumento. Os
valores encontrados para a* mostram que 0s pigmentos de cor ndo foram afetados pelo
ozonio.

Tabela 12: Parametro de cor “a” (Vermelho (+a) e Verde (-a)) nos filés de tilapia do Nilo

lavadas com &gua ozonizada nas concentracées 0; 0,5; 1,0 e 1,5 ppm durante 0; 5; 10 e 15
minutos de imersao.

Concentracgoes Tempo (min)
de 0zbnio (ppm) 0 5 10 15
0 (Controle) -155+0,31*  -1,48+0,06° -187+031* -120+0,20%
0,5 -155+0,31* -1,31+0,08%° -1,45+0,15° -1,39+0,11°
1,0 -155+0,31%  -157+0,26* -1,77+0,08° -1,91+0,16°
15 -155+0,31% -203+020% -144+0,08%* -182+0,09%

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05), pelo teste de t-Student a
5% de probabilidade. Média = SD, n=3.

A coordenada a* varia do vermelho (+a*) ao verde (-a*), desta forma, os valores
observados neste estudo, bem préximos ao eixo 0, demonstram uma coloracdo acinzentada
(HUNTERLAB, 1996; RIBEIRO, 2007), tal caracteristica pode ser atribuida ao maior teor de
lipidios presentes na carne, provenientes de fatores intrinsecos (sexo, idade) ou extrinsecos

(meio de criacdo e alimentacdo) a biologia do pescado (SANTOS, 2013).

O processo de lavagem com agua ozonizada ndo proporcionou mudancgas na cor do
filé de til&pia, o que indica a forma de tratamento com ozonio preserva a coloracdo de forma
idéntica. O valor da coordenada a* em produtos de origem animal esta relacionado com a
concentracdo dos pigmentos presentes de forma natural, adicionados ou produzidos durante o
processamento (OLIVEIRA, 2009).

Resultados com valores proximos foram observado por Souza et al. (2005) quando se
foi analisado o filé de tilapia in natura, apresentando valores de a*= -0,74. Oliveira (2005)
estudou a cor do filé de tilapia tratada com 0z6nio e observou o valor a*= 1,90. Por sua vez,

Vaz (2005) estudou a cor do surimi de tilapia e verificou um valor baixo de a*= 0,29.

Oliveira (2009) afirma que normalmente sdo encontrados valores elevados desta
coordenada nos tunideos, pois esta familia tem a caracteristica de conter teores elevados de
hemopigmentos, com excecdo do bonito. Schubring (2010) estudou a imerséo dos retalhos de

“Minced fish” em perdxido de hidrogénio e o valor de a* apresentou uma reduc¢do. Schubring
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(2010) relatou uma reducdo do parametro a* quando lavou a carne de sardinha picada com

agua e bicarbonato de sodio.

Para o parametro b*, pode-se verificar na tabela 13 que no tratamento controle houve
aumento significativo (p<0,05) no tempo de 5 e 15 minutos de imersdo, porém, no tempo de
10 minutos houve uma reducdo significativa. No tratamento com 0,5 ppm houve aumento
significativo (p<0,05) a partir do tempo de 5 minutos, mas aos 15 minutos de imerséo houve
uma reducdo nos valores do parametro a*. No tratamento com 1,0 ppm houve um aumento
significativo (p<0,05) a partir dos 5 minutos de imerséo, mas a partir dos 10 minutos houve
reducdo nos valores de a*. No tratamento com 1,5 ppm foi observado um aumento

significativo (p<0,05) aos 10 minutos de imersao.

Tabela 13: Parametro de cor “b” (Amarelo (+b) — Azul (-b)) nos filés de tilapia do Nilo
lavadas com &gua ozonizada nas concentracdes 0; 0,5; 1,0 e 1,5 ppm durante 0; 5; 10 e 15
minutos de imersao.

Concentragoes Tempo (min)
de o0zénio (ppm) 0 5 10 15
0 (Controle) 1,20+ 0,10° 1,77 £0,12° 1,41 +0,04°¢ 1,98 + 0,051
0,5 1,20 +0,10° 1,77 +0,06° 1,86 + 0,05°¢ 1,23 +0,29%
1,0 1,20+ 0,10° 2,21 +0,06°" 1,84 + 0,06 °¢ 1,54 +0,09¢
1,5 1,20 +0,10° 1,34 + 0,032 1,67+0,09”  1,62+0,18"

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05), pelo teste de t-Student a
5% de probabilidade. Média + SD, n=3.

O parametro b* ndo sofreu alteracdo durante o processo de lavagem com &gua
ozonizada, pois tanto no tratamento controle (0 ppm) como no tratamento com &gua
ozonizada houve aumento na intensidade da cor amarela podendo indicar ocorréncia da

oxidac&o lipidica, sendo um processo natural da carne.

Segundo Oliveira (2005), o teor de amarelo b* avalia os pigmentos carotenoides
depositado na gordura da carne. Este autor encontrou valores de b*=-1,71 para filés de tilapia
imersa no 0zdnio, 0 que pode ocorrer em virtude da diferenca de quantidade ingerida de
fitoplancton existente nos tanques de terra, da capacidade individual de ingestdo e conversdo
da ingesta em lipidios, favorecendo a diferenca na quantidade de pigmentos que estdo na
gordura. Vaz (2005) cita ainda que a pigmentacdo indesejada no filé pode advir do uso
excessivo de milho nas rag6es. Tais produtos sdo ricos em luteina e zeaxantina, carotenoides

responsaveis também pela coloragdo amarelada.
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Por sua vez, Souza et al. (2005) reportaram para o teor de amarelo, b*, o valor de
10,17 ao analisarem a tildpia in natura. Schubring (2010) estudou a imersao dos retalhos de
“Minced fish” em peroxido de hidrogénio e o valor de b* apresentou uma redugdo. Schubring

(2010) observou que o valor de b* aumentou quando a sardinha picada foi lavada com agua.

5.3.3 Teste do TBA

A variacdo dos valores de TBA do filé de tilapia do Nilo durante as imersdes em
agua ozonizada foram ilustradas na Figura 11, e verificou-se que houve diferenca significativa
(p<0,05) para 0 TBA quando comparado ao tratamento controle. No tratamento com 0,5 ppm
houve aumento significativo nos valores de TBA a partir dos 15 minutos de imersdo. Nos

tratamentos com 1,0 e 1,5 ppm houve aumento significativo a partir dos 5 minutos de

imersao.
1,25
—e— O ppm O, (Controle) —w— 1,0 ppm O,
—O— 0,5 ppm O, —A— 1,5 ppm O,
1,00 A
—
g
~ —~
P 0,75
=
>
S
N
<€ 0,50 +
E Conceqtraqées Tempo (min)
de ozbnio (ppm) 0 5 10 15
0 (Controle) 0,68 £ 0,002 0,64 £ 0,002 0,64 +£0,00? 0,64 +£0,00?
0,5 0,68 £ 0,002 0,69 £ 0,00 0,77 £0,012¢ 0,83 + 0,00°¢
0.25 1 1.0 068+000%  075+001°  077+000° 0,97 £0,01°¢
1,5 0,68 + 0,002 0,85 + 0,00 0,96 +0,01° 1,19 + 0,00°°¢
Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05), pelo teste de t-Student ¢
5% de probabilidade. Média + SD, n=3.
0,00 T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (minutos)

Figura 11. Variagdo de TBA nos filés de tilapia do Nilo imersas em agua ozonizada
(concentragdes 0; 0,5; 1,0 e 1,5 ppm) durante 0; 5; 10 e 15 minutos.

Esses dados demonstram que a concentracdo e o tempo influenciaram nos resultados
de TBA, diante disto, nota-se que a oxidagdo causada pelo ozénio é diretamente proporcional
a sua concentracdo e o tempo de contato com as amostras, portanto, ao potencializar-se o

efeito antimicrobiano do ozoénio, reacbes de oxidacdo da cadeia lipidica podem ser
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desencadeadas atingindo niveis inadequados de perdxidos para os padrbes de qualidade
estabelecidos pela literatura disponivel.

Os valores de TBA observados para o filé de tilapia ndo ultrapassaram niveis acima de
2,0 mg de MA/Kg, que segundo Crowe et al. (2012) esta associado ao odor e sabor ran¢oso
em peixes. Dessa forma, podemos inferir que a agua ozonizada nas concentracdes e tempos de
contato avaliadas nesse estudo ndo promoveu oxidacgdo lipidica que reduzisse a qualidade dos
filés de tilapia. Como ndo hé padréo para este parametro na legislacdo nacional, os resultados

sdo comparados com dados disponiveis na literatura.

Louppis et al. (2011) trataram mexilhGes com &gua ozonizada. Os valores para o
TBA foram de 0,10 MA/Kg (sem ozbnio) e 0,21 MA/kg (com ozdnio). Esses resultados
podem ser explicados pela decomposicdo do 0z6nio em oxigénio o que favorece a oxidacao
dos lipidios em alimentos com predominancia de lipidios insaturados, com formacdo de

peroxidos e produtos oriundos de sua decomposicao.

Tomita et al., (2010) observaram que os valores de TBA do filé de tilapia
aumentaram quando submetido ao tratamento com ozbdnio (2 ppm) durante 5 minutos e
estocados por 6 dias. No primeiro dia verificou-se teores de TBA de 1,00 mg MA/kg e no
sexto dia atingiu o valor de 1,99 mg MA/kg. No entanto pode-se dizer que a partir do sexto
dia de estocagem as amostras ja apresentavam um grau de oxidacdo lipidica muito elevado,

ultrapassando o limite de aceitacéo.

Kim et al. (2000) trataram o filé de bagre (Ictalurus punctatus) com agua ozonizada
(10 ppm) e verificou-se que houve um aumento nos valores de TBA quando comparado com
0 tratamento controle, mas todos os valores de TBA foram abaixo de 0,12 mgMA/kg, diante

disto, a vida de prateleira do filé aumentou em 25%.

Crowe et al. (2012) trataram o filé de salmdo do atlantico com pulverizacdo de
ozonio (1,5 ppm) armazenados durante 10 dias. Os Valores de TBA aumentaram de forma
constante a partir do dia 0 (0,35 mg MA/kg) até o 10 dia (1,74 mg MA/kg). O filé de salmao é
susceptivel a oxidagdo lipidica devido a quantidade de gordura. Estes valores estdo abaixo de

2,0 mg MA/Kkg, portanto, a qualidade do filé ndo foi afetada pelo ranco lipidico



57

Dados da literatura relatam que ndo ha aumento nos niveis de oxidacédo lipidica no
pescado submetidos ao tratamento com 0z6nio. Manousaridis et al. (2005) trataram mexilhGes
embalados a vacuo e tratados com ozonio (1 e 1,5 ppm), verificou-se que apesar do 0zonio ser
um poderoso oxidante ocorreu uma reducdo nos niveis de oxidacao lipidica encontrado no
mexilh&o in natura (sem o0zo6nio 30-35 mg MA/Kkg; com ozonio 23-13 mg MA/kg). Segundo
os autores, uma explicacdo possivel para este fendbmeno seria a de que o malonaldeido e
outros produtos de oxidacdo também poderia ter oxidado, apresentando, desta maneira, um
valor de TBA baixo. Campos et al. (2006) observaram que os valores de TBA para peixes
armazenados durante 21 dias em gelo liquido ozonizado (40% de gelo e 60% de 0z06nio)
apresentou menores valores quando comparado com amostras controle (40% de gelo e 60%

de &gua destilada).
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6 CONCLUSAO

Nas condi¢cBes experimentais, observou-se eficacia maxima na reducdo da carga
microbiana durante a imersao da tilapia do Nilo inteira na concentracdo de 1,5 ppm e dos filés

na concentracao 1,0 ppm (5 minutos), comprovando o efeito antimicrobiano.

O ozodnio néo alterou a qualidade fisico-quimica dos filés de tilapia do Nilo quanto

aos parametros pH e Cor.

Observou-se 0 desencadeamento do processo oxidativo com o aumento da

concentracéo de ozénio e do tempo de imerséo

O custo do consumo de energia elétrica utilizada para geracdo do ozénio (1,5 ppm),
para o0 volume de 170 litros, durante 1 hora foi em média de R$ 0,40 demonstrando a

viabilidade de se utilizar essa tecnologia.

Espera-se que os resultados deste estudo possam contribuir para a insercdo da

tecnologia do 0z6nio na industria do pescado.
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ANEXO A

DETERMINACAO DO NUMERO DE ACIDO TIOBARBITURICO (TBA)

1. PRINCIPIO

O teste do &cido 2-tiobarbitdrico (TBA) trata-se de um teste baseado na reacdo do &cido
tiobarbitirico com os produtos de decomposicdo dos hidroperdxidos. Um dos principais
produtos formados no processo oxidativo € o malonaldeido (MA). Neste ensaio uma molécula
de MA reage com duas moléculas de TBA para formar um complexo de cor rosa (PESTANA,
2007). O qual absorve 532 nm de comprimento de onda (de acordo com a metodologia, esse
comprimento de onda pode variar, situando-se ao redor de 500 a 550 nm) (OSAWA et al.,
2005).

2. REAGENTES E SOLUCOES

= Solucédo aquosa de TCA 7,5%, contendo 0,1% de EDTA e 0,1% de propilgalato;

= Solucdo aquosa de TBA 0,02 M (2,883 g TB/VA em 1000 ml H,0)

» Reagente TMP padrdo: 1,1,3,3-tetrametoxipropano [malonaldehyde bis(dimethyl acetal)],
grau de pureza 99% (C;H1604; FW = 164, 2g; d = 0,997 g/ml);

= Solucéo estoque de TMP (4,85 x 10-3M)-(0,08 ml TMP em 100 ml TCA 7,5%);

= Solucéo trabalho de TMP (4,85 x 10-5M)-(0,1 ml SE-TMP em 100 ml TCA 7,5%)..

3. CURVA PADRAO

Colocar quantitativamente as seguintes aliquotas de TMP, dentro de tubo de ensaio com
tampa:

TMP 5
8 TCA Concentracao
Tubo (4,85X10 75% | (x 10 moles/5ml)
moles/ml)

0 0 5,0 0

1 0.5 45 2,425x10°°

5 0.7 43 3,395x10°°

3 10 4,0 4,850x10°°

4 12 38 5,820x10°°

c 15 3,5 7,275x10°

5 20 3.0 9,700x10°°

adicionar em cada tubo, 5 ml da solucéo de TBA,

fechar a tampa e aquecer em banho-maria fervente por 40 minutos;

resfriar imediatamente sob agua corrente (10 minutos);

caso haja turbidez em alguns tubos, proceder uma centrifugagdo a 2000 rpm por 5 minutos
(por conveniéncia, centrifugar todos os tubos);

= fazer aleitura a 538 nm.

Obs.: Nao esquecer de efetuar a prova em branco (ler no espectrofotdmetro contra o branco).
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4. TESTE DE RECUPERACAO
As trés etapas seguintes devem ser realizadas no mesmo tempo:

a) Absorbancia (A) do extrato muscular:
= pesar 10 g de musculo e adicionar 50 ml de TCA 7,5%;
homogeneizar por 1 min;
filtrar em papel filtro e algodéo;
retirar uma aliquota de 5 ml do extrato e colocar dentro de tubo de ensaio com tampa;
adicionar ao tubo, 5 ml da solucéo de TBA 0,02M,;
fechar a tampa e aquecer em banho-maria fervente por 40 min;
resfriar imediatamente sob agua corrente (10 min);
caso haja turbidez em alguns tubos, proceder uma centrifugacdo a 2000 rpm por 5min;
fazer a leitura a 538 nm.

b) Absorbancia (B) da solucéo de TMP:
= dentro de um tubo de ensaio 1 ml da solucéo trabalho TMP e 4 ml TCA 7,5%;
= adicionar ao tubo, 5 ml da solugéo de TBA 0,02M;
= fechar a tampa e aquecer em banho-maria fervente por 40 min;
= resfriar imediatamente sob agua corrente (10 min);
= caso haja turbidez em alguns tubos, proceder uma centrifugacdo a 2000 rpm por 5min;
= fazer aleitura a 538 nm.

c¢) Absorbancia (C) do extrato muscular mais TMP:
= pesar 10 g de musculo, adicionar 10 ml solucédo trabalho TMP e 40 ml TCA 7,5%;
homogeneizar por 1 minuto;
filtrar em papel filtro e algodéo;
retirar uma aliquota de 5 ml do extrato e colocar dentro de tubo de ensaio com tampa;
adicionar ao tubo, 5 ml da solucéo de TBA 0,02M;
fechar a tampa e aquecer em banho-maria fervente por 40 minutos;
resfriar imediatamente sob agua corrente (10 minutos);
caso haja turbidez em alguns tubos, proceder uma centrifugacdo a 2000 rpm por 5
min;
= fazer a leitura a 538 nm.

d) Calculo da recuperacdo do malonaldeido adicionado ao musculo (R):

R = L x 100
(A) +(B)
e) Valor de K:
K l 107 N 100
= —x%x7D. *
d p-mo peso amostra (g) R
onde:

d = declividade da curva padrao
p.mol.= peso molecular malonaldeido (72 g/ml)
R = % recuperacéo

f) Nimero de TBA (mg MA/Kg amostra): N° TBA = D.0. x K
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ANEXO B

PROTOCOLO DE MENSURAGAO DO OZONIO NA FASE LIQUIDA ~ METODO
COLORIMETRICO iNDIGO

Aparelho: Espectrofotdmetro com filtro para utilizagdo em 600 + 10 nm.
Reagentes:

a. Solucdo estoque Indigo: Adicionar cerca de 500 ml de 4gua destilada e 1 mL de &cido
fosforico concentrado a um baldo volumétrico de 1 litro. Com agitacdo, adicionar 770 mg
trissulfonato indigo de potassio, C16H7N,01:S3K3 (use apenas reagente de alta qualidade,
disponivel no mercado em cerca de 80 a 85% de pureza). Preencha até a marca com &gua
destilada. A diluicdo 1:100 exibe uma absorbancia de 0,20+0,010 cm a 600 nm. A solucéo
estoque € estavel durante cerca de 4 meses, quando armazenadas no escuro. Descartar quando
a absorbancia de uma diluicdo de 1:100 cai abaixo 0.16/cm. Ndo mude a concentracdo do
corante para faixas mais elevadas de ozonio residual. Volume de corante utilizado pode ser
ajustado.

b. Reagente indigo I: A um baldo volumétrico de 1 L adiciona-se 20 mL de solugdo de
estoque de indigo, 10 g de di-hidrogenofosfato de sodio (NaH,PO,), e 7 mL de &cido
fosforico concentrado. Diluir até a marca do baldo. Preparar solucdo fresca quando a sua
absorbancia diminui para menos de 80% do seu valor inicial, tipicamente dentro de uma
semana.

c. Indigo reagente Il: Proceder como com o reagente indigo I, mas adicionar 100 mL de
solucdo estoque indigo em vez de 20 mL.

d. Reagente acido Malénico: Dissolver 5 g de acido malénico em agua destilada e diluir para
100 mL.

e. Reagente Glicina: Dissolva 7 g de glicina em &gua destilada e diluir para 100 mL.
Procedimento VVolumétrico

1) Faixa de Concentragdo 0,01 a 0,1 mg Os/L: Adicionar 10 mL de reagente indigo | para
cada um dos dois balGes volumétricos de 100 mL. Encha um baldo (branco) até a marca com
agua destilada. Encha o outro baldo até a marca com a amostra. Medir a absorbancia de ambas
as solugbes a 600£10 nm, o mais rapidamente possivel (pelo menos, dentro de 4 h). De
preferéncia, usar células de 10 cm. Calcula-se a concentracdo de 0z6nio a partir da diferenca
entre as absorbancias das amostras e o branco (NOTA:. Um atraso maximo de 4 h antes da
leitura espectrofotométrica pode ser tolerada apenas para amostras de agua potavel. Para
outros tipos de amostras que ndo podem ser lidas imediatamente, determinar a relacdo entre o
tempo e a absorgao.)

2) Faixa de 0,05 a 0,5 mg Os/L: Proceda como acima utilizando 10,0 mL do reagente indigo Il
em vez de reagente I. De preferéncia, medir a absorbancia em células de 4 ou 5 cm.
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3) ConcentracOes superiores a 0,3 mg Os/L: Prossiga usando o reagente indigo 11, mas para
estas altas concentragdes de ozonio usar um volume de amostra proporcionalmente menor.
Dilui-se a mistura resultante a 100 ml com agua destilada.

4) Controle de interferéncias: Na presenca de baixa concentracgao de cloro (0,1 mg/L), coloque
1 mL de solucdo de acido maldnico em ambos os baldes antes de adicionar amostra e/ou
completar até a marca. Medir a absorbancia tao breve quanto possivel, dentro de 60 min ( Br,
Br, e HOBr sdo apenas parcialmente mascarados pelo acido maldnico ) .

Na presenca de manganés preparar uma solucdo em branco utilizando amostra, em que 0
0zoOnio é destruido seletivamente pela adicdo de glicina. Cologue 0,1 mL de reagente de
glicina num baldo volumétrico de 100 mL (branco) e 10,0 mL reagente indigo Il no segundo
baldo (amostra). Pipetar exatamente o0 mesmo volume de amostra em cada baldo. Ajustar a
dose para que a descoloracdo no segundo baldo seja facilmente visivel, mas ndo deixe que
ocorra o0 branqueamento completo (méximo 80 mL).

Garanta que o pH da mistura de glicina/amostra no baldo branco (antes de adicionar o indigo)
ndo seja inferior a 6, pois a reacdo entre ozénio e glicina se torna muito lenta em pH baixo.
Tampe os bales e misture cuidadosamente invertendo. Adicionar 10,0 mL do reagente indigo
I1 no baldo apenas 30 a 60s apds a adicdo da amostra. Preencha ambos os balGes até a marca
com agua livre de oz6nio e misture bem. Medir a absorbancia de ambas as solugdes em
periodos de contato comparaveis de aproximadamente 30 a 60 min (apos este tempo, o 6xido
de manganés residual descolore mais o reagente indigo lentamente). Absorcao reduzida no
branco resulta de 6xidos de manganés, enquanto que no frasco da amostra é devido ao 0z6nio
mais 6xido de manganés.

5) Calibracéo: pelo fato do ozbnio ser instavel, as medi¢des iniciais sdo conhecidas e ocorre
constante perda de absorcdo do reagente indigo (f = 0,42 + 0.01/cm/mg Os/L). Para obter a
precisdo maxima da analise, o lote de trissulfonato indigo de potassio (nenhum lote comercial
tem sido encontrado para desviar-se de f = 0,42) utilizando o procedimento iodométrico. Ao
usar um fotémetro de filtro, reajustar o fator de conversao, f, comparando a sensibilidade do
fotometro com absorbéancia a 600 nm por um espectrofotémetro preciso.
Célculo:
100 * AA

onde:

AA: diferenca de absorgéo entre a amostra e o branco

B: comprimento do caminho da célula (cm)

V: volume de amostra, mL (normalmente 90 mL)

F: 0,42

O fator f baseia-se num fator de sensibilidade de 20 000/cm para a mudanca de absorbancia
(600 nm) por mole de 0zdnio adicionado por litro. Foi calibrado por titulacdo iodométrica. A
absorcéo de UV de 0z6nio em agua pura pode servir como um padrdo secundario: o fator f
0,42 corresponde a um coeficiente de absorcdo para o 0z6nio aquoso, E 2950/M cm a 258 nm.



